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RESUMO
A doenca cardiovascular esta classificada como uma das principais morbidades e causas de
mortalidade em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Evidéncias indicam que tanto a inflamacéo sistémica quanto a ativacdo imune cronica estao
relacionadas com o aumento do risco cardiovascular. Alguns estudos sugerem que estes
mecanismos podem ser desencadeados pela translocagdo microbiana a partir do intestino para
a circulacdo sanguinea, devido a perda de integridade da mucosa durante a progressdo da
infeccdo pelo HIV. A identificacdo do risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares utilizando biomarcadores solGveis apresenta-se como uma importante
ferramenta para auxiliar os medicos no tratamento precoce de individuos infectados pelo HIV.
Portanto, este estudo apresentou como objetivo investigar as possiveis relacdes entre 0s
biomarcadores de translocacdo microbiana, inflamacdo e risco cardiovascular em individuos
infectados pelo HIV. Esta pesquisa foi dividida em duas etapas. Na primeira etapa foi realizado
uma revisdo sistematica, com a finalidade de: i) sintetizar a evidéncia disponivel na literatura
sobre os mais utilizados biomarcadores solUveis de transloca¢do microbiana, inflamacéo e risco
cardiovascular e ii) avaliar as possiveis associa¢@es entre eles em individuos infectados pelo
HIV. Com base nos resultados da revisdo sistematica foi desenvolvida a estratégia de pesquisa
para segunda etapa desta tese de doutorado. Na segunda etapa foi realizado um estudo
quantitativo com coleta de sangue venoso e analises laboratoriais dos individuos infectados pelo
HIV. Essa etapa do trabalho apresentou como critério avaliar os biomarcadores plasmaticos em
individuos infectados pelo HIV em diferentes situac@es: i) potencial risco do desenvolvimento
de doencas cardiovasculares; ii) estado imunoldgico; iii) esquema terapéutico utilizado e iv)
tempo de infeccdo pelo HIV. Os resultados do presente estudo demonstraram consideraveis
relacBes entre os biomarcadores que podem ser inseridos no diagnéstico do laboratorio clinico,
visando a interligacdo entre translocacdo microbiana, inflamacdo e risco cardiovascular. A
Proteina C Reativa-ultrassensivel (PCR-us) foi o biomarcador que apresentou maior associa¢éo
com os outros biomarcadores, tanto na revisdo sistematica como na pesquisa quantitativa.
Porém, os niveis plasméticos de mieloperoxidase (MPQO) ndo apresentaram nenhuma relacéo
com os biomarcadores de translocagdo microbiana (diretos e indiretos). Portanto, estudos
longitudinais prospectivos sao necessarios para insercéo das relagdes entre esses biomarcadores

no acompanhamento laboratorial dos individuos infectados pelo HIV.

Palavras-chave: Translocagdo microbiana. Inflamagdo. Risco cardiovascular. HIV.
Biomarcadores.



ABSTRACT
Cardiovascular disease is classified as a major cause of morbidity and mortality in HIV-infected
individuals. Evidence indicates that systemic inflammation and chronic immune activation are
related to increased cardiovascular risk. Some studies have suggested that these mechanisms
can be triggered by microbial translocation products from the gut to the systemic circulation,
due to damage on intestinal epithelium, during the progression of HIV infection. The
identification of the risk for the development of cardiovascular diseases using soluble
biomarkers proves to be an important tool to assist physicians in the early treatment of HIV-
infected individuals. Therefore, this study aimed to investigate the possible relationships
between the biomarkers of microbial translocation, inflammation and cardiovascular risk in
HIV-infected individuals. This research was divided into two stages. In the first stage a
systematic review was carried, with the purpose of: i) synthesize the available evidence in the
literature on the most widely used soluble biomarkers of microbial translocation, inflammation
and cardiovascular risk and ii) evaluate the possible associations between them in HIV-infected
individuals. Based on the results of the systematic review, the research strategy for the second
stage of this doctoral thesis was developed. In the second stage, a quantitative study was
performed with venous blood collection and laboratory tests of HIV-infected individuals. This
stage of the work presented as a criterion to evaluate the plasma biomarkers in HIV infected
individuals in different situations: i) risk of developing cardiovascular disease; ii)
immunological status; iii) therapeutic regimen used and iv) time of HIV infection. The results
of the present study demonstrated considerable relationships among the biomarkers that can be
inserted in the diagnosis of the clinical laboratory, aiming at the interconnection between
microbial translocation, inflammation and cardiovascular risk. High sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP) was the biomarker that showed a greater association with the other
biomarkers, both in the systematic review and in the quantitative research. However, the plasma
levels of myeloperoxidase (MPO) had no relation with the biomarkers of microbial
translocation (direct and indirect). Therefore, prospective longitudinal studies are necessary for
the insertion of the relationships between these biomarkers in the laboratory follow-up of HIV-

infected individuals.

Keywords: Microbial translocation. Inflammation. Cardiovascular risk. HIV. Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

1.1 RISCO CARDIQVASCULAR EM INFECTADOS PELO VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

A infeccdo pelo HIV continua a ser um grande problema de saude publica, afetando
36,7 milhdes de pessoas em todo mundo (WHO, 2018). O controle bem-sucedido da viremia
na infeccdo pelo HIV com a terapia antirretroviral (TARV), converteu esta condicéo
inevitavelmente fatal em uma patologia cronica (BAHRAMI et al., 2016). Atualmente, doengas
relacionadas as infec¢fes oportunistas ndo sdo mais o principal problema, mas uma série de
novas complicacdes associadas ao HIV como as doencas ndo transmissiveis, especialmente as
doencas cardiovasculares (DCV) (SHAN et al., 2018). Estima-se que até o ano de 2030, 73%
dos individuos infectados pelo HIV apresentem 50 anos ou mais e 78% desenvolvam DCV
(HSUE; WATERS, 2018).

Uma recente meta-analise com 80 estudos longitudinais envolvendo 793.635
individuos, com acompanhamento de 3,5 milhdes de pessoas-ano; demonstrou que 0 risco
relativo de DCV em individuos infectados pelo HIV € de 2,16 (IC 95%, 1,68-2,77) em
comparagdao com individuos ndo infectados (SHAH et al., 2018). Portanto, a doenca
cardiovascular esta classificada como uma das principais causas de morte nessa populacgéo,
especialmente a doenca arterial coronariana (DEMIR et al., 2018).

Individuos infectados pelo HIV exibem prevaléncia de um estilo de vida compativel
para o0 desenvolvimento de DCV como: tabagismo, alcoolismo, toxicodependéncia e
envelhecimento prematuro (NOU; LO; GRINSPOON, 2016). Além disso, a ativacdo crénica
do sistema imune e a inflamacao persistente associada ao HIV (consequente do efeito direto da
replicacéo viral, das alteracbes metabdlicas e antropométricas, da presenca de coinfec¢des e da
perda da integridade da mucosa intestinal), contribuem expressivamente para o0 aumento do
risco cardiovascular nessa populacdo (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012).

Ao mesmo tempo, existe forte evidéncia da associacdo entre a deplecdo periférica de
células T CD4+ e o risco aumentado de um evento cardiovascular, individuos com contagem
inferior a 200 células/mm?® apresentam-se mais predispostos a um evento cardiovascular
(KAPLAN et al., 2008). Além dos fatores tradicionais de risco para doencas cardiovasculares,
adiminuigdo da contagem de células T CD4+ € o fator de risco mais importante para 0 aumento
da aterosclerose subclinica em individuos infectados pelo HIV (KAPLAN et al., 2008).

Além do estilo de vida e da propria infeccdo pelo HIV, a toxicidade da TARV pode

contribuir de forma indireta favorecendo os fatores de risco cardiovasculares tradicionais (i.e.



10

hipertensdo arterial, dislipidemia, resisténcia a insulina e adiposidade central) ou diretamente
atuando sobre o endotélio, favorecendo a inflamacdo e a disfuncdo endotelial (CALZA,
MANFREDI; VERUCCHI, 2010). Estas alteracdes podem variar de acordo com a classe
especifica de antirretroviral, bem como medicamentos individuais dentro de uma classe
(CURRIER et al., 2008). Além disso, a mudanca das diretrizes de tratamento que recomendam
o uso de TARV para todos os individuos infectados pelo HIV, independentemente da contagem
de células T CD4 +, podem influenciar no risco do desenvolvimento das DCV (HANNA et al.,
2015).

Portanto, interagcbes complexas entre os fatores tradicionais de risco cardiovascular, a
propria infeccdo pelo HIV e a exposi¢cdo a TARV, estdo relacionadas com o maior risco de
desenvolver doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (TRIANT, 2012; ZANETTI et al.,
2018). Porém, os mecanismos especificos do desenvolvimento da aterosclerose em individuos
infectados pelo HIV ainda permanecem desconhecidos (KEARNS et al., 2017).

Evidéncias indicam que tanto a inflamagé&o sistémica quanto a ativagdo imune cronica
estdo relacionadas ao aumento do risco cardiovascular (GRINSPOON, 2014). Deve ser
ressaltado que essas situacoes se manifestam em individuos infectados pelo HIV mesmo com a
supressdo viral sustentada pelo uso da TARV, e parecem prever fortemente os eventos
cardiovasculares (HUNT, 2010). Alguns estudos sugerem que a inflamagédo sistémica e a
ativacdo imune cronica podem ser desencadeadas pela translocacdo microbiana a partir do
intestino para a circulacdo sanguinea, devido a perda de integridade da mucosa durante a
progressdo da infecgcdo pelo HIV (LIU et al., 2017; MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI,
2013).

Grinspoon e Boston (2018) propdem um novo paradigma para a aterogénese no HIV,
no qual o aumento da ativacdo de mondcitos e a imunidade inata contribuem para formacao da
placa vulneravel, inflamada e ndo calcificada, caracteristicas especificas da aterosclerose na
infecgdo pelo HIV. A ativacdo imunolodgica pode resultar do baixo nivel de viremia em
reservatorios persistentes, mesmo entre aqueles individuos que apresentam niveis circulantes
indetectaveis da carga viral plasmatica, ou da transloca¢do microbiana devido a devastacéo do
tecido imune, associado ao intestino, pelo HIV (GRINSPOON; BOSTON, 2018).
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1.2 TRANSLOCACAO MICROBIANA

Estima-se que 10 a 100 trilhGes de microrganismos habitem o trato gastrointestinal
humano (JI et al., 2018). Deste modo, a relacdo simbidtica, estabelecida entre a microbiota
intestinal e o hospedeiro, desempenha um papel crucial na manutencdo da satde do individuo
(Jl et al., 2018). A barreira intestinal, em condi¢des saudaveis, é geralmente muito dindmica e
eficaz, com o lado luminal infestado com uma grande variedade de microrganismos intestinais,
enguanto o lado basolateral permanece virtualmente estéril (NAGPAL; YADAYV, 2017).

No entanto, se o sistema imunoldgico da mucosa intestinal estiver comprometido e os
mecanismos de defesa falharem, pode ocorrer a passagem néo fisioldgica de bactérias e/ou
produtos bacterianos da luz do trato gastrointestinal para sitios estéreis, processo conhecido
como translocacdo microbiana (BERG, 1995). Trés mecanismos principais promovem a
translocacdo bacteriana: i) supercrescimento bacteriano intestinal, ii) deficiéncias nas defesas
imunologicas do hospedeiro e iii) aumento da permeabilidade ou dano & barreira da mucosa
intestinal (BERG, 1995).

A disfuncdo imunologica observada durante a infeccdo pelo HIV estd diretamente
associada a intensa reducéo das células T CD4+ no sangue periférico e outros tecidos, incluindo
a mucosa intestinal (GALVAO-LIMA et al., 2017). Portanto, na infecgéo pelo HIV ocorre a
destruicdo generalizada da funcdo imune do hospedeiro incluindo uma profunda deplecédo de
linfécitos T CD4+ (GOOTENBERG et al., 2017), principalmente as células Th17 e Th22, que
sdo criticas na manutencdo da integridade do intestino (DILLON; FRANK; WILSON, 2016;
ROSADO-SANCHEZ et al., 2018). Essas células residem no tecido linfoide associado ao trato
gastrointestinal e sdo responsaveis por estimular a proliferacdo de células epiteliais e recrutar
neutrofilos para o local (HUNT, 2010). Consequentemente, sdo as principais células de defesa
contra a translocacdo microbiana (HUNT, 2010). Assim sendo, esta claro que a infeccdo pelo
HIV resulta em danos severos a mucosa intestinal com prejuizo a barreira epitelial e deplecdo
de subgrupos de células T CD4+ (Th17 e Th22), criticos para a manutencdo da homeostase
intestinal (LIU et al., 2017).

Deste modo, esse defeito estrutural na barreira intestino-sangue em individuos
infectados pelo HIV, permite a translocacdo de produtos microbianos para a circulagéo,
causando endotoxemia (SANDLER; DOUEK, 2012). Isto €, presenca no sangue periférico de
lipopolissacarideos (LPS), componente bacteriano que tem sido associado com a inflamagéo

sistémica e ao acionamento continuo do sistema imune (ANCUTA et al., 2008).
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A primeira linha de defesa contra a translocacdo microbiana € realizada por elementos
da camada de muco dentro do limen do trato gastrointestinal: proteinas, fosfolipidios,
eletrolitos e agua. Alem disso, as imunoglobulinas A (IgA) locais podem se ligar e eliminar
bactérias, limitando assim sua capacidade de translocacdo. Em segundo lugar, a barreira
epitelial do trato gastrointestinal por si s6 representa um obstaculo significativo contra a
translocagdo microbiana. Caso os produtos microbianos atravessem o muco e a barreira
epitelial, eles sdo recebidos por um grande numero de macrofagos especializados, residentes do
trato gastrointestinal, que impedem que tais produtos acessem a circulacdo sistémica
(BRENCHLEY; DOUEK, 2012).

No entanto, caso 0s macréfagos do trato gastrointestinal ndo contenham os produtos
microbianos, eles sdo drenados pela veia porta para o figado; assim, uma das muitas funcoes
desempenhadas pelo figado é a depuracdo de substancias estranhas e potencialmente
prejudiciais que drenam do trato gastrointestinal. Portanto, para acessar a circulagéo sistémica,
0s antigenos microbianos que se originam no trato gastrointestinal devem passar por meio do
muco luminal e IgA, atravessar a barreira epitelial fechada, escapar da captacdo pelos
macrofagos da lamina propria do trato gastrointestinal e evitar a depuracdo hepatica
(BRENCHLEY; DOUEK, 2012).

Uma vez na circulacdo, a presenca de lipopolissacarideo (LPS) promove a sintese
hepética da proteina de ligacdo de lipopolissacarideo (LBP, do inglés LPS-binding protein)
responsavel pelo aumento da ligacdo desse componente bacteriano ao coreceptor CD14,
adjacente ao receptor Toll like 4 (TLR-4), expressos na superficie de mondcitos. Quando ocorre
a ligacdo dos LPS ao coreceptor CD14, estas células sanguineas secretam CD14 soluvel
(sCD14) na circulacdo (PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015).

Em seguida a ativacdo dos receptores TLR-4 pela ligacdo dos componentes
microbianos, as células do sistema imune acionam uma cascata de sinalizacdo, levando a
producdo de citocinas pré-inflamatorias (i.e. interleucina-1p, interleucina-6, fator de necrose
tumoral e interferons tipo I) (MENG; LOWELL, 1997; SANDLER et al., 2011b; ZANONI;
GRANUCCI, 2013) que podem induzir condigdes inflamatdrias crénicas, como o
desenvolvimento da aterosclerose (PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015).

Além da defesa local contra a translocacdo microbiana, no nivel da mucosa
gastrintestinal e pelo figado, varias linhas de protecdo séo ativadas na circulacao sistémica para
neutralizar a translocacdo do LPS e seus efeitos como uma potente molécula de ativacdo
imunolégica (MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013). Esses fatores de protecdo incluem
IgM, 1gG e IgA especificos para o antigeno central do LPS, denominados anticorpos do ndcleo
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da endotoxina (EndoCADb, do inglés Endotoxin core antibody). Em condicfes clinicas com
grande quantidade de endotoxinas circulantes resultam no consumo de EndoCAb para
neutralizar os LPS (MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013).

Translocacdao Microbiana
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos envolvidos na translocacéo microbiana
Fonte: A autora.

Evidéncias sugerem que a translocacdo microbiana é um fator preditor da progressao
da doenca pelo HIV, da restauracdo imunoldgica deficiente e de morbidade nédo relacionada a
AIDS (do inglés, acquired immunodeficiency syndrome ou sindrome da imunodeficiéncia
adquirida), como as DCV (TR@SEID et al., 2014). Portanto, o risco do desenvolvimento de
DCV na infeccdo pelo HIV tem sido associado a translocacdo microbiana persistente e ao
mesmo tempo a baixa contagem de células CD4+ (apesar da eficacia da TARV) (TRASEID et
al., 2014). Desta forma, translocagdo microbiana persistente em individuos infectados pelo HIV
em TARV desempenha um papel importante na patogénese da imunodeficiéncia induzida pelo
HIV, pois niveis mais elevados de translocacdo microbiana estdo associados & ativagdo

sistémica de células T e a recuperacéo deficiente de células T CD4+ (JIANG et al., 2009).
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1.3 BIOMARCADORES DE TRANSLOCACAO MICROBIANA

A translocacdo microbiana pode ser avaliada no plasma pela quantificacdo direta de
produtos bacterianos, tais como LPS (componentes da parede celular de bactérias gram
negativas), peptidoglicanos (componentes da parede celular de bactérias gram positivas) ou
fragmentos de DNA ribossomal bacteriano (rDNA) (LICHTFUSS et al., 2011). Ao mesmo
tempo, a translocacdo microbiana pode ser avaliada de forma indireta pela avaliacdo de LBP,
sCD14 ou EndoCAb (LICHTFUSS et al., 2011).

O método mais frequentemente utilizado para quantificar o LPS no plasma é o Lisado
de Amebdcito do Limulus (LAL), que utiliza uma série de reagdes enziméticas que imitam a
cascata de coagulacdo (ABATE et al., 2017). Esse método de deteccdo de endotoxinas foi
desenvolvido a partir das observacdes do pesquisador Bang, que demonstrou uma coagulagédo
intravascular fatal em caranguejos ferradura (Limulus polyphemus) provocada pela infeccao por
bactérias gram negativas (BANG, 1956). O LAL foi introduzido na medicina clinica por Levin
e Bang, primeiro eles demonstraram que essa coagulagdo era causada por uma reacgao entre a
endotoxina e uma proteina coagulavel encontrada nos amebdcitos circulantes do caranguejo
ferradura (LEVIN; BANG, 1964). Posteriormente, Levin e Bang desenvolveram
anticoagulantes apropriados para hemolinfa do caranguejo ferradura e prepararam um lisado de
amebacitos lavados, que se apresentou como indicador altamente sensivel para presenca de
endotoxina (LEVIN; BANG, 1968). Mais tarde, a proteina coagulavel do LAL foi caracterizada
e purificada, apresentando com a endotoxina uma reacdo do tipo enzimatica (SOLUM, 1970,
1973; YOUNG; LEVIN; PRENDERGAST, 1972).

Porém, esse ensaio apresenta alta sensibilidade e a contaminacéo durante a preparacao
da amostra e/ou na realizacdo do teste podem ocorrer facilmente (LICHTFUSS et al., 2011).
Além disso, as reacdes enzimaticas dependem criticamente do tempo e da temperatura, e podem
ser afetadas por inimeros inibidores presentes no plasma (LICHTFUSS et al., 2011). Ao mesmo
tempo, a heterogeneidade na estrutura, solubilidade, estado fisico e bioatividade do LPS
colocam limitagbes importantes na interpretagdo dos testes de endotoxina plasmatica
(MUNFORD, 2016).

Ainda, deve ser lembrado que é normal um aumento plasmatico de LPS em individuos
saudaveis ap6s uma refeicdo rica em gordura, provavelmente devido ao co-transporte sobre a
parede intestinal com a gordura da dieta, por incorporacdo em quilomicrons ricos em
triglicérides (TRASEID et al., 2014).



15

Outro método direto para detectar a translocagdo microbiana é pesquisa do acido
desoxirribonucleico ribossomal (rDNA) bacteriano, quantificado no plasma, utilizando técnicas
de amplificacdo baseadas em PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction ou Reacdo em
Cadeia da Polimerase), que permite a identificacdo de diferentes espécies bacterianas
(MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013). No entanto, a contaminagdo por DNA exdgeno
durante o fluxo de trabalho ou a presenca de tracos de DNA em reagentes de PCR, incluindo
Taq DNA polimerase da cepa de producdo, podem ser responsaveis por resultados falso-
positivos (MARCHETT]I; TINCATI; SILVESTRI, 2013).

Os biomarcadores indiretos sCD14, LBP e EndoCAb s&o quantificados no plasma ou
soro por ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou Ensaio de Imunoabsorgéo
Enzimatica), que na maioria das vezes produzem resultados confiaveis e reprodutiveis
(MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013). Segundo Lichtfuss (2011), a quantificacdo de
sCD14 ¢ altamente reprodutivel e pode ser usado de forma confidvel, ao contrario do LPS que
apresenta limitacGes metodoldgicas importantes (LICHTFUSS et al., 2011). Porém, deve ser
destacado que o0 sSCD14 é um biomarcador de ativacdo de mondcitos, ndo restrito a ativacao por
LPS. Embora o LPS seja um potente ativador de mondcitos que se liga ao CD14 e induza a
liberacdo celular de sCD14, outros ligantes TLR como flagelina e oligodesoxinucleotideos CpG
também podem induzir a liberacdo de sCD14 (SHIVE et al., 2015).

Além disso, deve ser levado em consideracdo que a infeccdo aguda pelo HIV esta
associada a niveis relativamente normais de LPS, com niveis aumentados de LBP, sCD14 e
EndoCAb quando comparado aos niveis plasmaticos de individuos ndo infectados, sugerindo
que a translocagdo continua de LPS é rapidamente neutralizada pela resposta do hospedeiro
(MARCHETTI; TINCATI; SILVESTRI, 2013). No entanto, os titulos de EndoCAb diminuem
progressivamente a medida que a infec¢do pelo HIV entra em sua fase crbnica, que se torna
caracterizada por niveis plasmaticos mais elevados de LPS (MARCHETTI; TINCATI,
SILVESTRI, 2013). Embora os biomarcadores de translocagdo microbiana e ativacdo de
monocitos diminuam durante a TARV supressiva, eles permanecem persistentemente anormais
em comparacdo com individuos ndo infectados pelo HIV, mesmo ap6s varios anos de supressao
viral (JIANG et al., 2009).

E importante ressaltar que varios estudos sugerem que os biomarcadores plasmaticos
de translocacdo microbiana e ativagdo de monacitos, LPS, LBP e sCD14 estdo relacionados a
fatores tradicionais de risco cardiometabdlicos como: hipertensdo, dislipidemia, resisténcia a
insulina e a progressdao da aterosclerose subclinica em individuos infectados pelo HIV
(KELESIDIS et al., 2012; MANNER et al., 2013; PEDERSEN et al., 2013; TIMMONS et al.,
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2014). A elevacdo dos niveis plasméticos de LPS nos primeiros anos da infecgdo cronica pelo
HIV é um forte indicador da progressao dessa patologia (MARCHETTI et al., 2011). Os niveis
de sCD14 auxiliam, de forma independente, a predizer a mortalidade na infeccdo pelo HIV
(ROMERO-SANCHEZ et al., 2012; SANDLER et al., 2011). Evidéncias demonstram que 0s
niveis de sCD14 desempenham papel significativo no desenvolvimento da aterosclerose entre
individuos infectados pelo HIV (HANNA et al., 2017). Consequentemente, 0s niveis de LPS,
LBP e sCD14 no sangue periférico podem ser utilizados na monitorizacdo e avaliacdo
laboratorial da infecgo pelo HIV (ROMERO-SANCHEZ et al., 2012).

1.4 BIOMARCADORES DE INFLAMACAO E RISCO CARDIOVASCULAR

A inflamacdo é uma caracteristica marcante da infeccdo pelo HIV e um elemento-
chave na patogénese das DCV (BAKER; DUPREZ, 2010). Os biomarcadores cardiovasculares
tém o potencial de aumentar a estratificacédo do risco clinico, auxiliando na triagem, diagnostico
e avaliacdo do prognostico (MAY; WANG, 2008). Portanto, os biomarcadores séo, atualmente,
foco de interesse imenso na préatica clinica, ndo s6 por auxiliarem no diagnostico e no
acompanhamento, mas também por facilitarem a compreensdo da fisiopatologia do processo da
doenca (CHACKO et al., 2018). Desta forma, torna-se importante a identificacdo de
biomarcadores adicionais a partir de novas vias bioldgicas (MAY; WANG, 2008).

Diversas linhas de evidéncias demonstram a interligacdo entre a mieloperoxidase
(MPO; EC 1.11.1.7), a inflamacao e o processo aterogénico (TENG et al., 2017). Pesquisas
recentes tém focado em novos marcadores inflamatérios dos quais a MPO, liberada de forma
sistémica e local por leucécitos ativados, tem se mostrado bastante promissora (TENG et al.,
2017).

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em neutréfilos e mondcitos, que
exerce efeitos em etapas importantes do processo aterosclerdtico: participa da disfuncédo
endotelial, modificacGes oxidativas das lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL-C e HDL-
C), instabilizacéo e ruptura da placa aterosclerotica (NICHOLLS; HAZEN, 2009). Desta forma,
a MPO tem sido evidenciada como um valioso biomarcador de risco cardiovascular na
populagéo geral (BALDUS et al., 2003; MEUWESE et al., 2007; ZHANG et al., 2001) e em
infectados pelo HIV (ROSS et al., 2009).

A primeira publicagdo que demonstrou a associacgéo entre MPO e DCV foi um estudo
caso-controle, com 158 individuos com doenga arterial coronariana estabelecida e 175

controles, desenvolvido por Zhang et al. (2001), no qual a atividade de MPO foi
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significativamente maior para 0s casos de doenca do que para os controles (ZHANG et al.,
2001). Baldus et al. (2003) avaliaram 1.090 pacientes com sindromes coronarianas agudas,
durante 6 meses de acompanhamento e demonstraram que 0s niveis séricos de MPO podem
predizer um risco aumentado para eventos cardiovasculares subsequentes e ampliar as
informagdes progndsticas obtidas dos marcadores bioquimicos tradicionais (BALDUS et al.,
2003). Meuwese et al. (2007) demonstraram a associagdo entre MPO e DCV, avaliando 1.138
individuos com doenca arterial coronariana estabelecida e 2.237 controles, sendo que o quartil
superior da MPO versus o quartil inferior estava relacionado para doenca arterial coronariana
apos ajuste para fatores de risco tradicionais (MEUWESE et al., 2007).

No estudo desenvolvido por Scharnagl et al. (2014) com 3.036 participantes, durante
um tempo médio de 7,75 anos, foi observado que as concentragdes de MPO estdo
independentemente associadas ao risco de mortalidade geral e cardiovascular em pacientes com
doenca arterial coronariana (SCHARNAGL et al., 2014). Kacprzak e Zielinska (2016)
demonstraram que a MPO é um marcador prognéstico em pacientes com infarto agudo do
miocardio com supradesnivelamento do segmento ST tratados com intervencdo coronaria
percutanea primaria (KACPRZAK; ZIELINSKA, 2016). Em 2018, Mayyas et al.
demonstraram que altos niveis plasmaticos de MPO estéo associados a um risco aumentado de
doenga cardiovascular aterosclerdtica (MAYYAS et al., 2018). Ross et al. (2009) verificaram a
associacao entre as concentragdes de MPO plasmaéticas e a espessura das camadas intima e
média da artéria carétida em individuos infectados pelo HIV (ROSS et al., 2009).

Todos os estudos mencionados acima relataram associacdes significativas entre MPO
e DCV. Em contraste, um estudo caso-controle com individuos infectados pelo HIV néo
mostrou associacdo significativa independente da MPO com eventos cardiovasculares (EL-
BEJJANI et al., 2008). Porém, deve ser ressaltado que esse estudo determinou os niveis de
MPO em plasmas armazenados nos 6-12 meses que precederam 0s eventos cardiovasculares
(EL-BEJJANI et al., 2008). Em outro estudo, com pacientes submetidos a angiografia
coronariana eletiva, ndo foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de MPO
dos individuos com doenca arterial coronariana estavel em comparagdo com aqueles sem
comprovacao, sugerindo que a liberacédo sistémica de MPO ndo é uma caracteristica da doenca
arterial coronariana assintomatica (KUBALA et al., 2008). Uma possivel explicacdo para esses
resultados pode ser o menor risco da doenca arterial coronariana estavel versus a instavel
(SCHINDHELM et al., 2009). Pois, eventos cardiovasculares sdo mais provaveis em DCV
instaveis, tais observacdes podem indicar que a MPO é um biomarcador particularmente (til
em populagdes de alto risco (SCHINDHELM et al., 2009).
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A maioria dos estudos que investigam o papel da MPO nas doencas cardiovasculares,
quantificaram o contetdo protéico da enzima no plasma/soro ou nos leucdcitos circulantes,
sendo que o método mais frequentemente utilizado para dosar a concentracdo de MPO €é o
ELISA (TENG etal., 2017). Fatores que podem afetar as medi¢des da MPO por ELISA incluem
0 processamento, 0 armazenamento e o anticoagulante usado (TENG et al., 2017), sendo que:
i) a concentracdo plasméatica de MPO aumenta com o tempo que o sangue total é mantido a
temperatura ambiente antes da centrifugacéo para obtencao do plasma (TENG et al., 2017); ii)
amostras coletadas em tubos de EDTA armazenados no gelo ou em temperatura ambiente e
amostras coletadas em tubo sem anticoagulante que permanecem em temperatura ambiente por
aproximadamente 1 hora antes da centrifugacao para obtencdo de plasma e soro, com posterior
armazenamento a -80° C, apresentam maior estabilidade (KARAKAS; KOENIG, 2012) e iii)
existem diferencas com relacdo ao tipo de amostra utilizada, o soro e o plasma obtido a partir
de heparina contém mais proteina MPO do que o plasma obtido a partir do EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético) ou tubos com citrato, possivelmente devido a "liberacao" ex vivo
de MPO das células sanguineas (KARAKAS; KOENIG, 2012).

Outro biomarcador, a PCR (Proteina C Reativa) plasmatica, determinada por ensaios
altamente sensiveis (PCR-us, Proteina C Reativa-ultra sensivel), é o biomarcador inflamatério
de fase aguda ndo especifico mais estudado e utilizado na pratica clinica como preditor
independente de risco cardiovascular, conforme demonstrado por varios estudos de coorte
envolvendo a populacédo geral (KOENIG et al., 2004; RIDKER et al., 2000, 2002) ou individuos
infectados pelo HIV (TRIANT; MEIGS; GRINSPOON, 2009).

Os individuos infectados pelo HIV permanecem com alto risco de morbidades ndo
associadas a AIDS (HUNT, 2010). A inflamacdo persistente, apesar da TARV supressiva,
emergiu como um potencial mediador chave desse risco, e a translocacdo microbiana parece
ser um dos principais fatores determinantes desse estado inflamatério persistente (HUNT,
2010). A identificacdo de individuos com risco para o desenvolvimento de DCV utilizando os
biomarcadores apresenta-se como uma importante ferramenta auxiliar na monitorizacdo e no
tratamento precoce de individuos infectados pelo HIV (WORM; HSUE, 2010).
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2. JUSTIFICATICA

Com base nas informacGes expostas anteriormente, verifica-se que muitos fatores
estdo envolvidos na estimulacdo do sistema imune e na presenca de inflamacéo sistémica na
infeccdo pelo HIV, podendo contribuir para fisiopatologia das doengas cardiovasculares.
Evidéncias sugerem que a translocacdo microbiana é um fator preditor da progressdo da doenga,
da restauracdo imunoldgica deficiente e de morbidade néo relacionada a AIDS, como as DCV
(TRASEID et al., 2014).

Os biomarcadores sdo atualmente o foco de interesse imenso na pratica clinica, ndo s6
por auxiliarem no diagnostico e no acompanhamento, mas também por facilitarem a
compreensdo da fisiopatologia do processo da doenca (CHACKO et al., 2018). Além disso, a
elevada prevaléncia da doenca cardiovascular subclinica em individuos infectados pelo HIV
(KELESIDIS et al., 2012) reforca a importancia de pesquisas voltadas para o diagndstico
precoce no laboratério clinico.

Uma ampla variedade de biomarcadores de translocagcdo microbiana, inflamacéo e
risco cardiovascular, em individuos infectados pelo HIV, foi previamente avaliada em trabalhos
anteriores (KELESIDIS et al., 2012; REUS BANULS et al., 2014; TIMMONS et al., 2014).
Porém, torna-se importante avaliar as possiveis relacfes entre esses biomarcadores na avaliacéo
clinico-laboratorial. No entanto, para 0 nosso conhecimento nenhum estudo pesquisou a MPO
com relacdo aos biomarcadores de translocacdo microbiana em adultos infectados pelo HIV ou
investigou as possiveis relacdes entre os biomarcadores sollveis (isto é, biomarcadores que
podem ser avaliados no plasma ou soro) de translocacdo microbiana, inflamagéo e risco
cardiovascular em um unico trabalho.

Portanto, espera-se demonstrar a importancia de biomarcadores que sejam capazes de
detectar grupos expostos a maior risco, permitindo acao precoce na tentativa de minimizar as
complicacdes e permitir melhor qualidade de vida para as pessoas infectadas pelo HIV. Desta
forma, o maior impacto desta pesquisa sera contribuir para o conhecimento das relacfes entre
0s biomarcadores de translocagdo microbiana, inflamacé&o e risco cardiovascular; levando em
consideracdo, o potencial risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares, o estado
imunologico, o esquema terapéutico utilizado e o tempo de infeccdo dos individuos infectados
pelo HIV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as possiveis relacdes entre os biomarcadores de translocacdo microbiana,

inflamacéo e risco cardiovascular em individuos infectados pelo HIV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i)

Realizar uma revisao sistematica:

Identificar os principais 0s biomarcadores solUveis de translocacdo microbiana,
inflamagao e risco cardiovascular mais utilizados na literatura;

Avaliar as possiveis associacOes entre esses biomarcadores em individuos
infectados pelo HIV.

Proceder uma pesquisa quantitativa:

Caracterizar os voluntarios da pesquisa quanto ao sexo, idade, tempo de
infecgdo, contagem de células T CD4+, T CD8+, carga viral, tempo de
tratamento e esquema terapéutico utilizado;

Classificar os individuos infectados pelo HIV de acordo com o0s niveis
plasméaticos de PCR-us e MPO para potencial aumento de risco do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares;

Categorizar os individuos infectados pelo HIV de acordo com o estado
imunoldgico, por meio da contagem absoluta de células T CD4+;

Relacionar os individuos infectados pelo HIV de acordo com o esquema
terapéutico utilizado;

Diferenciar os participantes da pesquisa de acordo com o tempo de infeccédo
pelo HIV;

Comparar as possiveis alteracdes nos biomarcadores em diferentes situagdes
como: potencial risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares, estado
imunoldgico, esquema terapéutico utilizado e tempo de infeccdo dos
individuos infectados pelo HIV;

Correlacionar os niveis plasmaticos dos biomarcadores de translocagédo

microbiana, inflamacgéo e risco cardiovascular avaliados no estudo.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi dividida em duas etapas. Na primeira etapa foi realizado uma revisao
sistematica, com finalidade de: i) sintetizar a evidéncia disponivel na literatura sobre os
biomarcadores solGveis de transloca¢do microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular mais
utilizados e ii) avaliar as possiveis associa¢fes entre eles em individuos infectados pelo HIV.
Com base nos resultados da revisdo sistematica foi desenvolvida a estratégia de pesquisa para
segunda etapa dessa tese de doutorado.

Na segunda etapa foi realizado um estudo quantitativo com coleta de sangue venoso e
analises laboratoriais dos individuos infectados pelo HIV, atendidos no Laboratorio Municipal
Alfredo Berger, referéncia macrorregional, para a 32, 42, 52, 72, 82 e 212 regionais de saude do
Parana, no Municipio de Ponta Grossa. Essa etapa do trabalho apresentou como critério analisar
e avaliar os biomarcadores plasmaticos em individuos infectados pelo HIV em diferentes
situagdes: 1) potencial aumento do risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
de acordo com os niveis plasméticos de PCR-us e MPO; ii) estado imunolégico, detectado pelos
niveis plasmaticos de células T CD4+; iii) esquema terapéutico utilizado e iv) tempo de infeccao
pelo HIV.

Desta forma, a descricdo detalhada dos materiais e métodos, os resultados obtidos,
assim como a discussao sobre as informacOes geradas, estd apresentada conforme os dados

adquiridos a partir de cada etapa desta pesquisa.

4.2 PRIMEIRA ETAPA: REVISAO SISTEMATICA
4.2.1 Materiais e métodos
4.2.1.1 Revisao sistematica da literatura

Esta revisdo sistematica foi realizada de acordo orienta¢fes propostas no check list
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (LIBERATI
et al., 2009). A realizacédo do levantamento bibliografico sistematico foi realizada nas bases de
dados eletronicas, incluindo Medline, Scopus e Web of Science, para identificar possiveis
estudos que examinaram a relacdo entre biomarcadores de translocagdo microbiana, inflamagéo
e risco cardiovascular em individuos infectados pelo HIV. Os termos utilizados para a pesquisa
na literatura foram: (HIV OR Human Immunodeficiency Virus OR AIDS) AND (Microbial
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Translocation) AND (Cardiovascular Diseases), limitados ao titulo e ao resumo. As bases de
dados foram pesquisadas para estudos publicados até dezembro de 2017, sem limite inicial da

data de publicacao.

4.2.1.2 Selecéo dos estudos

Primeiro, os estudos foram selecionados com base no titulo e resumo, sendo utilizados
0s seguintes critérios de inclusdo: i) estudos caso-controle, coorte transversais, coorte
longitudinais e ensaios clinicos; ii) estudos que determinaram biomarcadores solUveis para:
translocacdo microbiana, inflamacdo e risco cardiovascular (isto é, biomarcadores que podem
ser avaliados no plasma ou soro). Foram excluidos: i) estudos de revisao; ii) estudos com
individuos infectados pelo HIV com idade inferior a 18 anos; iii) estudos em animais e iv)
estudos in vitro. Em segundo lugar, foram avaliados artigos com texto completo, sendo utilizado
como critério de exclusdo: nenhuma relacdo descrita entre os biomarcadores sollveis de

translocacdo microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma da sele¢do dos estudos

Fonte: A autora

4.2.1.3 Extracédo de dados
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Usando um formulério de extracdo de dados padronizado (ANEXO A), 0s seguintes

dados foram extraidos dos artigos de texto completo recuperados: pais, ano de publicagéo,

desenho do estudo, tamanho da amostra, sexo, idade, contagem de células T CDA4+,

percentagem de participantes em TARYV, biomarcadores solUveis de transloca¢do microbiana,

de inflamacdo e de risco cardiovascular avaliados, métodos laboratoriais para os biomarcadores

e as possiveis associacdes entre os biomarcadores.
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4.2.1.4 Andlise critica dos estudos incluidos

Os artigos selecionados foram avaliados de acordo com os niveis de evidéncia
cientifica segundo a Classificacdo de Oxford Centre for Evidence-Based Medicine (Figura 3)
(PHILLIPS et al., 2009). Dois pesquisadores (BORATO, DCK e VELLOSSA, JCR) realizaram
todas as etapas da pesquisa de forma independente; as discrepancias foram discutidas em uma

reunido de consenso entre os dois revisores.

Nivel 3
Estudos Caso-Controle

Figura 3 - Niveis de evidéncia cientifica
Fonte: Baseado no CEBM (Centre for Evidence-Based Medicine). Oxford Centre for Evidence-based Medicine -
Levels of Evidence, 2009.

4.2.1.5 Anélise dos resultados

Devido a heterogeneidade dos estudos, principalmente com relagdo a avaliagdo dos
biomarcadores em grupos e subgrupos diferentes de individuos infectados pelo HIV, os
resultados foram apresentados de maneira descritiva, utilizando media + desvio-padrdo, nimero
e percentual.

As avaliagdes das possiveis associagdes entre os biomarcadores foram divididas em
grupos de acordo com cada biomarcador de translocagdo microbiana identificado nos estudos.
A extracdo dos resultados de associacdo entre os biomarcadores foi realizada na seguinte
ordem: i) analise de regressdo linear mdltipla; ii) analise de regressdo linear simples e iii)

correlacdo; caso nenhuma destas relagdes estivessem relatadas foram extraidos dados da
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associacdo entre a presenca de translocagdo microbiana e alteragcbes dos biomarcadores de
inflamacéo e risco cardiovascular.

O resultado foi relatado como: associac¢ao positiva, associacdo inversa, sem associacao
ou sem dados (avaliando os biomarcadores de forma isolada, o estudo ndo relatou associacao
com algum dos biomarcadores analisados). Nos resultados do presente estudo, tanto a dosagem
regular da PCR quanto a determinada por ensaios altamente sensiveis (PCR-us), foram relatadas
como PCR.

4.2.2 Resultados e Discussao

A pesquisa da literatura resultou em 180 artigos, sendo selecionado para leitura de
texto completo 22 artigos e apenas 11 foram elegiveis para extracdo dos dados (Figura 2). A
caracterizagdo dos estudos selecionados esta descrita na Tabela 1. Os resultados demonstraram
que a maioria dos estudos analisados (45,5%) foi realizado nos Estados Unidos da América
(KELESIDIS et al., 2012; SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014; TIMMONS et
al., 2014). Trés estudos (27,3%) foram realizados na Dinamarca (HAISSMAN et al., 2017;
PEDERSEN et al., 2013, 2014), dois (18,2%) na Espanha (LEON et al., 2017; REUS BANULS
etal., 2014) e um (9,1%) na Holanda (VAN DEN DRIES et al., 2015). Todos os estudos foram
publicados entre 2011 e 2017.

O delineamento de estudo coorte transversal foi o mais utilizado (54,6%)
(HAISSMAN et al., 2017; PEDERSEN et al., 2013, 2014; REUS BANULS et al., 2014;
STEELE et al., 2014; TIMMONS et al., 2014), seguido pelo coorte longitudinal (KELESIDIS
etal., 2012; VAN DEN DRIES et al., 2015) e caso-controle (LEON et al., 2017; SANDLER et
al., 2011) (18,2% cada), e apenas um estudo clinico (9,1%) (SANDLER et al., 2014) (Tabela
1). Portanto, a maioria dos estudos (73%) foi classificada com nivel 2 de evidéncia cientifica
(HAISSMAN et al., 2017; KELESIDIS et al., 2012; PEDERSEN et al., 2013, 2014; REUS
BANULS et al., 2014; STEELE et al., 2014; TIMMONS et al., 2014; VAN DEN DRIES et al.,
2015), de acordo com Classificacdo de Oxford Centre for Evidence-Based Medicine (Tabela 1).

Um total de 1.769 individuos infectados pelo HIV foram incluidos no estudo. As
caracteristicas demograficas (sexo e idade), os dados clinicos da infeccéo pelo HIV (contagem
de células T CD4+ e uso de antirretrovirais) e as informacdes dos biomarcadores de

translocagcdo microbiana, inflamagé&o e risco cardiovascular estéo descritos na Tabela 2.
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A maioria dos estudos apresentou prevaléncia do sexo masculino, com mais de 50%
da populacéo constituida por homens, com idade média de 46,50 + 4,70 anos (Tabela 2). Com
relacdo aos dados clinicos da infeccdo pelo HIV, a contagem média de células T CD4+ foi de
532 + 107 células/mm?3 e o uso de TARV foi observada em 10 (90,9%) estudos (HAISSMAN
etal., 2017; KELESIDIS et al., 2012; LEON et al., 2017; PEDERSEN et al., 2013, 2014; REUS
BANULS et al., 2014; SANDLER et al., 2011; STEELE et al., 2014; TIMMONS et al., 2014;
VAN DEN DRIES et al., 2015) (Tabela 2).



Tabela 1 - Caracterizacdo dos artigos selecionados para analise

Autor Titulo Pais/Ano de Delineamento do Nivel de
publicacdo estudo Evidéncia
Haissman, et al. Microbiota-dependent metabolite and cardiovascular disease marker trimethylamine-N-oxide Dinamarca Coorte transversal Nivel 2
(TMAO) is associated with monocyte activation but not platelet function in untreated HIV 2017
infection
Kelesidis, et al. Biomarkers of Microbial Translocation and Macrophage Activation: Association With EUA Coorte longitudinal Nivel 2
Progression of Subclinical Atherosclerosis in HIV-1 Infection 2012
Ledn, et al. Subclinical atherosclerosis in low Framingham risk HIV Patients Espanha Caso-controle Nivel 3
2017
Pedersen, et al. Microbial Translocation in HIV Infection Is Associated With Dyslipidemia, Insulin Resistance, Dinamarca Coorte transversal Nivel 2
and Risk of Myocardial Infarction 2013
Pedersen, et al. Monocyte Activation, but not Microbial Translocation, Is Independently Associated With Markers ~ Dinamarca Coorte transversal Nivel 2
of Endovascular Dysfunction in HIV-Infected Patients Receiving CART 2014
Reus Bafiuls, et al. Asociacio’n entre marcadores inflamatorios y traslocacio’n bacteriana en pacientes con Espanha Coorte transversal Nivel 2
infeccio’n por el virus de la inmunodeficiencia humana en tratamiento antirretroviral 2014
Sandler, et al. Plasma Levels of Soluble CD14 Independently Predict Mortality in HIV Infection EUA Caso-controle Nivel 3
2011 (Controles pareados)
Sandler, et al. Sevelamer Does Not Decrease Lipopolysaccharide or Soluble CD14 Levels But Decreases EUA Clinico Nivel 1
Soluble Tissue Factor, Low-Density Lipoprotein (LDL) Cholesterol, and Oxidized LDL 2014
Cholesterol Levels in Individuals With Untreated HIV Infection
Steele, et al. Contribution of Intestinal Barrier Damage, Microbial Translocation and HIV-1 Infection Status EUA Coorte transversal Nivel 2
to na Inflammaging Signature 2014
Timmons, et al. Microbial Translocation and Metabolic and Body Composition Measures in Treated and EUA Coorte transversal Nivel 2
Untreated HIV Infection 2014
van den Dries, et al. von Willebrand Factor is elevated in HIV patients with a history of thrombosis Holanda Coorte longitudinal Nivel 2
2015

Fonte: A autora
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e biomarcadores de translocacdo microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular

Autor/Ano Grupos do Estudo Sexo Idade CD4+ TARV Biomarcadores de translocacéo microbiana, Métodos
d' (%) (células/mmd) (%) inflamagao e risco cardiovascular
van den Dries, 65 com trombose 83 56 +11 Néo relatado 97%  LPS, LBP, sCD14 e FvW Cromogeénico Cinético: LPS; ELISA: LBP, sCD14 e
et al./2015 65 sem trombose 83 54 +11 N4o relatado 95% FvW
Haissman, et 50 sem TARV 45 41 (33-46) 560 (415-795) 50%  LPS,sCD14, PCRe TMAO Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA: sCD14
al./2017 e PCR; Espectrometria de massa: TMAO
50 com TARV 43 43 (36-48) 610 (480-875)
Kelesidis, et 29 com IP 97 41(38-45) 535(369-707) 100% LPS, sCD14, PCR-us, Homocisteina, perfil Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA:
al./2012 26 sem IP 92 41 (36-47) 477 (334-674) lipidico sCD14; Néo relatado: PCR-us, Homocisteina, perfil
lipidico
Leon, et 18 com Aterosclerose subclinica 90 42+7 100% rDNA, sCD14, IL-6, TNF-a Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase
al./2017 66 sem Aterosclerose subclinica 71 42 +7 657 £ 217 (PCR) rDNA, ELISA: SCD14, “_-6, TNF-o
Pedersen, et 60 90 47 (40 - 65) 581 (516-646) 100%  LPS, perfil lipidico Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; N&o relatado:
al./2013 perfil lipidico
Pedersen, et 60 90 47 (40 - 65) 581 (516-646) 100% LPS, sCD14, ADMA e seu estereoisbmero Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA:
al./2014 SDMA, D-dimero e PCR-us sCD14; HPLC: ADMA e SDMA, fotometria: D-dimero
e PCR-us
Reus Bafiuls, 27 IL-6 ou TNF-a > percentil 75 74 47 (41-2) 430(387-552) 100% rDNA, sCD14, IL-6, TNF-a, perfil lipidico Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase
etal./2014 54 IL-6 ou TNF-a < percentil 75 72 44 (40-49) 566 (300-855) (PCR): IDNA,; ELISA: sCD14, IL-6, TNF-a; Ndo
relatado: perfil lipidico
Sandler, et 74 Individuos que morreram 78,4 50 (42 -55) 551 (410-713) 78,4% LPS, rDNA, sCD14, EndoCAb, I-FABP, IL-6, Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS;
al./2011 148 Controles HIV + 784 48(43-55) 619 (476-838) 82,4% amiloide sérica A, PCR-us, D-dimero Amplificacdo por PC.:R:~rDNA; EL.ISA: sCD1_4,_
120 com DCV 808 49 (44-56) 607 (463-841) 858% EndoCAD e I-FABP; Nao relatado: 1L.-6, amiloide
238 Controles HIV + 807  48(42-55) 638 (496-816) 86.1% sérica A, PCR-us, D-dimero
81 com AIDS HIV + 716 46 (40-53) 588 (465-729) 72,8%
162 Controles HIV + 716  45(39-52) 577 (488-764) 79,7%
Sandler, et 36 72 44 (35-51) 585 (494-716) 0% LPS, LBP, sCD14, EndoCAb, IL-6, PCR, IP-10, Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA: LBP,
al./2014 IL-1B, sCD163, fetuina-A, sFT, D-dimero, sCD14, EndoCADb, IL-6, PCR, IP-10, IL-1B, sCD163,
oxLDL fetuina-A, sFT, D-dimero, oxLDL
Steele, et 83 83 56 (24 - 81) 595 (130- 78% LPS, sCD14s, IL-6, iFABP, PCR-us Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA:
al.;2014 1400) sCD14, IL-6, iFABP e PCR-us
Timmons, et 82 do ACTG 92 35,6 £8,3 245 (119-356) LPS, sCD14, Perfil lipidico Lisado de amebdcitos de Limulus: LPS; ELISA:
al./2014 79 do ACTG 24 semanas apos 92 356+83 376 (252-557) 49,8% sCD14; Néo relatado: perfil lipidico
TARV
49 do Ul com TARV 65 40,3+8,1 464 (368-735)
47 Ul sem TARV 81 37,0+115 335 (218-546)

TARV, terapia antirretroviral; IP, inibidor de protease; DCV, doenga cardiovascular; ACTG, AIDS Clinical Trial Group; Ul, estudo da Universidade de Indiana; LPS, Lipopolissacarideos; rDNA,
DNA bacteriano ribossomal; LBP, Proteina de ligagdo a LPS (do inglés, LPS binding protein); sCD14, CD14 soltvel; EndoCADb, anticorpo do nucleo da endotoxina (do inglés, Endotoxin core
antibody); PCR, Proteina C reativa; IL-6, interleucina-6; IL-1p, interleucina 1B; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; IP-10, interferon proteina indutivel y 10; sCD163, CD163 soluvel; I-FABP,
proteina de ligacdo a &cidos graxos intestinais (do inglés, intestinal fatty acid binding protein); ADMA, dimetilarginina assimétrica (do inglés, asymmetric dimethylarginine); SDMA, dimetilarginina
simétrica (do inglés, symmetric dimethylarginine); TMAO, N-oxido de trimetilamina (do inglés, trimethylamine-N-oxide); sFT, fator tecidual solivel; FvW, Fator de von Willebrand; oxLDL,
colesterol LDL oxidado; ELISA, Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Fonte: A autora
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A Figura 4 demonstra o nimero de estudos que avaliaram os biomarcadores de
translocacdo microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular. Os resultados demonstram que 0s
biomarcadores sollveis de translocacdo microbiana utilizados foram: LPS, rDNA, sCD14, LBP
e EndoCAD.

O biomarcador mais frequentemente avaliado foi 0 sSCD14, empregado em 10 (90,9%)
estudos (HAISSMAN et al., 2017; KELESIDIS et al., 2012; LEON et al., 2017; PEDERSEN et
al., 2014; REUS BANULS et al., 2014; SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014;
TIMMONS et al., 2014; VAN DEN DRIES et al., 2015), seguido pela deteccao de LPS em 09
(81,8%) estudos (HAISSMAN et al., 2017; KELESIDIS et al., 2012; PEDERSEN et al., 2013,
2014, SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE etal., 2014; TIMMONS et al., 2014; VAN DEN
DRIES et al., 2015) (Figura 4).

O biomarcador rDNA foi relatado em 03 (27,3%) estudos (LEON et al., 2017; REUS
BANULS et al., 2014; SANDLER et al., 2011), EndoCArb em 02 (18,2%) estudos do mesmo
pesquisador (SANDLER etal., 2011, 2014) e LBP também em 02 (18,2%) estudos (SANDLER
etal., 2014; VAN DEN DRIES et al., 2015) (Figura 4).

Um amplo nimero de biomarcadores de inflamacdo e risco cardiovascular foram
utilizados, destacando-se a PCR em seis (54,5%) (HAISSMAN et al., 2017; KELESIDIS et al.,
2012; PEDERSEN et al., 2014; SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014) e a IL-6
em cinco (45,4%) dos estudos avaliados (LEON et al., 2017; REUS BANULS et al., 2014;
SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014) (Figura 4).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com uma revisdo de literatura que
apresenta como principais biomarcadores de: i) translocacdo microbiana: LPS e rDNA,; ii)
resposta inume a produtos bacterianos: LBP, sCD14 e EndoCADb; iii) inflamacdo/ativacdo
inume: PCR, IL-6 e D-dimero (LICHTFUSS et al., 2011). Porém, esta revisdo nao avaliou as
possiveis associacfes entre os biomarcadores de translocacdo microbiana, inflamacéo e risco
cardiovascular (LICHTFUSS et al., 2011).
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Figura 4 - Numero de estudos que avaliaram os biomarcadores de translocacdo microbiana, inflamacao e risco
cardiovascular

LPS, Lipopolissacarideos; rDNA, DNA bacteriano ribossomal; LBP, Proteina de ligagdo a LPS (do inglés LPS
binding protein); sCD14, CD14 soltvel; EndoCADb, anticorpo do ndcleo da endotoxina (do inglés Endotoxin core
antibody); PCR, Proteina C reativa; IL-6, interleucina-6; IL-1p, interleucina 1B; TNF-q, fator de necrose tumoral
alfa; IP-10, interferon proteina indutivel y 10; sCD163, CD163 soluvel; I-FABP, proteina de ligacdo a &cidos
graxos intestinais (do inglés, intestinal fatty acid binding protein); ADMA, dimetilarginina assimétrica (do inglés,
asymmetric dimethylarginine); TMAO, N-6xido de trimetilamina (do inglés trimethylamine-N-oxide); sFT, fator
tecidual solvel; FvW, Fator de von Willebrand; oxLDL, colesterol LDL oxidado. Fonte: A autora

As associacdes entre sCD14 e biomarcadores de inflamacao e risco cardiovascular
estdo apresentadas na Figura 5. O sCD14 apresentou associacdo positiva mais frequente com:
PCR (KELESIDIS et al., 2012; SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014) e IL-6
(REUS BANULS et al., 2014; SANDLER et al., 2011, 2014; STEELE et al., 2014), ambos em
quatro estudos (36,4%) e triglicerideos em dois estudos (18,2%) (KELESIDIS et al., 2012;
TIMMONS et al., 2014). Porém, houve associa¢do inversa com HDL-C em um estudo (9,1%)
(TIMMONS et al., 2014) (Figura 5).
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Figura 5 - Associagdo entre o biomarcador de translocacdo microbiana sCD14 e os biomarcadores de inflamacéo
e risco cardiovascular
sCD14, CD14 soluvel; PCR, Proteina C reativa; IL-6, interleucina-6; IL-1p, interleucina 1B; TNF-a, fator de
necrose tumoral alfa; IP-10, interferon proteina indutivel y 10; sCD163, CD163 solavel; I-FABP, proteina de
ligacdo a &cidos graxos intestinais (do inglés, intestinal fatty acid binding protein); ADMA, dimetilarginina
assimétrica (do inglés, asymmetric dimethylarginine); TMAO, N-6xido de trimetilamina (do inglés
trimethylamine-N-oxide); sFT, fator tecidual soltvel; FvW, Fator de von Willebrand; oxLDL, colesterol LDL
oxidado. Fonte: A autora

*

A associacdo de sCD14, produzido por mondcitos em resposta ao estimulo de
lipopolissacarideos (ZANONI; GRANUCCI, 2013), com PCR e IL-6, tradicionais
biomarcadores de inflamacéo sistémica e risco cardiovascular (RIDKER, 2003; SARWAR et
al., 2012), e triglicerideos, uma fonte de energia para macrofagos (KELESIDIS et al., 2012),
assim como um fator de risco independente para doenca cardiovascular (CULLEN, 2000),
demonstram a interligacéo entre translocagdo microbiana, inflamagéo e doenca cardiovascular.

As associagdes entre LPS e biomarcadores de inflamagdo e risco cardiovascular estdo
apresentadas na Figura 6. O LPS apresentou associagao positiva apenas com o perfil lipidico:
triglicerideos (18,2%) (PEDERSEN et al., 2013; TIMMONS et al., 2014), colesterol (9,1%)
(PEDERSEN et al., 2013) e LDL-C (9,1%) (PEDERSEN et al., 2013) (Figura 6).

Para o biomarcador de translocacdo microbiana rDNA houve associacdo positiva
apenas com 1L-6 em dois (18,2%) estudos (LEON et al., 2017; REUS BANULS et al., 2014) e
com TNF-a em um (9,1%) estudo (REUS BANULS et al., 2014). LBP apresentou associagio
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positiva com PCR e IL-6 (SANDLER et al., 2014); enquanto o EndoCAb n&o apresentou

nenhuma associagdo com os biomarcadores de inflamagé&o e risco cardiovascular.
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Figura 6 - Associagdo entre o biomarcador de translocagdo microbiana LPS e os biomarcadores de inflamagéo e
risco cardiovascular

LPS, Lipopolissacarideo; PCR, Proteina C reativa; IL-6, interleucina-6; IL-1p, interleucina 1p3; TNF-q, fator de
necrose tumoral alfa; IP-10, interferon proteina indutivel y 10; sCD163, CD163 solavel; I-FABP, proteina de
ligacdo a &cidos graxos intestinais (do inglés, intestinal fatty acid binding protein); ADMA, dimetilarginina
assimétrica; TMAO, N-oxido de trimetilamina (do inglés trimethylamine-N-oxide); sFT, fator tecidual sollvel;
FvW, Fator de von Willebrand; oxLDL, colesterol LDL oxidado. Fonte: A autora

Os biomarcadores de translocacdo microbiana também foram avaliados para
associacOes entre si, sendo que apenas um estudo demonstrou correlacdo entre LPS e sCD14
(VAN DEN DRIES et al., 2015). Na maioria dos estudos nao houve correlacdo entre LPS e
sCD4, LBP e sCD14, LPS e LBP, sCD14 e EndoCAb, LPS e EndoCAb (KELESIDIS et al.,
2012; PEDERSEN et al., 2014; SANDLER et al., 2014; STEELE et al., 2014).

Com relacdo a metodologia empregada, os niveis plasméaticos de sCD14 foram
avaliados por ELISA e LPS por Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL) (Tabela 2). O método
mais frequentemente utilizado para quantificar o LPS no plasma é o LAL, que utiliza uma série
de reacdes enzimaticas que imitam a cascata de coagulacdo (LICHTFUSS et al., 2011). Porém,
este ensaio apresenta alta sensibilidade e a contaminacgéo durante a preparacéo da amostra e/ou

na realizacdo do teste podem ocorrer facilmente (LICHTFUSS et al., 2011). Além disso, as
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reacOes enzimaticas dependem criticamente do tempo e da temperatura, e podem ser afetadas
por inimeros inibidores presentes no plasma (LICHTFUSS et al., 2011).

Deve ser ressaltado que a heterogeneidade na estrutura, solubilidade, estado fisico e
bioatividade do LPS colocam limitag6es importantes na interpretacdo dos testes de endotoxina
plasméatica (MUNFORD, 2016). Desta forma, a associa¢do dos niveis de endotoxina plasmética
com marcadores inflamatdrios tem sido inconsistente (MUNFORD, 2016). Portanto, ao
contrario do LPS, com importantes limitacdes, a quantificacdo de sCD14 e altamente
reprodutivel e pode ser usado de forma confiavel (LICHTFUSS et al., 2011).

Outros biomarcadores de inflamagdo e risco cardiovascular que apresentaram
associagdo com sCD14 foram: fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (REUS BANULS et al.,
2014), dimetilarginina assimétrica (ADMA do inglés, asymmetric dimethylarginine) e seu
estereoisdmero dimetilarginina simétrica (SDMA do inglés, symmetric dimethylarginine)
(PEDERSEN et al., 2014), N-6xido de trimetilamina (TMAO do inglés, trimethylamine-N-
oxide) (HAISSMAN et al., 2017), amiloide sérica A e D-dimero (SANDLER et al., 2011).
Porém, estes dados foram relatados apenas um vez e devem ser interpretados com cautela
(Figura 4).

A Unica associagdo encontrada por van den Dries et al. (2015) foi a correlacdo entre
os biomarcadores de translocacdo microbiana, SCD14 e LPS (r=0,255; p=0,003); porém, houve
uma tendéncia para uma correlacdo positiva entre niveis plasméticos de sCD14 e o Fator de von
Willebrand (FVW) (r=0,184; p=0,078), que esta relacionado ao aumento de eventos
cardiovasculares (KATO et al., 2018). Ndo houve correlacdo entre os biomarcadores FVW e
LPS; FvW e LBP; sCD14 e LBP; LPS e LBP (VAN DEN DRIES et al., 2015).

O TMAO, um metabolito da microbiota intestinal considerado biomarcador
cardiovascular independente dos tradicionais fatores de risco (BERGERON et al., 2016)
também foi avaliado por Haissman et al. (2017) que demonstraram associacdo de sCD14 com
TMAO (regressao linear simples; r=0,381; p=0,008) em individuos infectados pelo HIV néo
tratados, mas ndo em individuos infectados pelo HIV em TARV. Porém, nenhuma associagdo
entre LPS e TMAO foi encontrada (HAISSMAN et al., 2017). Avaliando os modelos de
regressao linear multivariada, a SCD14 permaneceu preditor independente de TMAO apoés
ajuste para idade, sexo, tabagismo e carga viral (HAISSMAN et al., 2017). Deve ser ressaltado,
que um estudo recente demonstrou que TMAO foi associado ao aumento do risco de placa
carotidea em infectados pelo HIV e também exibiu correlagdo com o biomarcador sCD14
(SHAN et al., 2018).
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No estudo desenvolvido por Kelesidis et al. (2012) foi observado associagdes no
modelo de regressdo simples entre os niveis de sSCD14 com niveis de PCR-us (p<0,001) e de
triglicérides > 150 mg/dL (p=0,027), os resultados para regressao multivariada foram
semelhantes. Porém, ndo houve alteracdo nos niveis de LPS ao longo do tempo dentro dos
grupos de estudo e também ndo apresentou associagdo com sCD14; provavelmente pela
variabilidade individual da resposta do hospedeiro ao LPS, em vez da quantidade de LPS na
ativacdo dos macrofagos (KELESIDIS et al., 2012). Quando esse estudo avaliou a espessura
das camadas intima e média das artérias carotidas por ultrassonografia demonstrou que o0s
biomarcadores sCD14 e LPS estdo associados com a progressao da aterosclerose subclinica,
proporcionando uma potencial etiologia unificadora para o risco aumentado de doenca
cardiovascular em individuos infectados pelo HIV (KELESIDIS et al., 2012).

Ledn et al. (2017), utilizaram como biomarcador de translocacdo microbiana o DNA
bacteriano ribossomal (rDNA) e demonstraram a relagdo entre a presenca do rDNA e o nivel
de IL-6. Individuos infectados pelo HIV com translocacdo microbiana apresentaram valores
medianos significativamente maiores (p=0,001) de IL-6, 34 (17 — 51) pg/mL, em relacdo aos
individuos sem translocag&o microbiana, 4,94 (2,4 — 6,2) pg/mL (LEON et al., 2017).

Pedersen et al. (2013) apresentaram os resultados para os biomarcadores apenas de 50
individuos infectados pelo HIV divididos em tercis (17, 16 e 17 sujeitos, respectivamente) de
acordo com o nivel de LPS; 46,1 (43,2 a 49,1) pg/mL, 62,4 (60,0 a 64,7) pg/mL e 84,7 (72,0 a
97,5) pg/mL, respectivamente. O maior nivel de triglicérides foi encontrado no terceiro tercil
em comparacgdo com o primeiro e segundo (p=0,006 e p=0,046, respectivamente) (PEDERSEN
etal., 2013). Além disso, o colesterol total foi maior no segundo e terceiro tercis em comparacao
com o primeiro (p=0,022 e p=0,016, respectivamente) e LDL-C foi maior no segundo e terceiro
tercis em comparagdo com o primeiro (p=0,009 e p=0,002, respectivamente) (PEDERSEN et
al., 2013). Ndo houve diferenca nas concentracdes de HDL-C. Associagdes significativas foram
encontradas entre LPS e triglicerideos (r=0,450; p=0,001), colesterol total (r=0,147; p=0,005)
e LDL-C (r=0,110; p=0,018) (PEDERSEN et al., 2013).

Outro estudo realizado por Pedersen et al. (2014) demonstrou correlagdo de sCD14
com biomarcadores de disfuncdo endotelial, ADMA e SDMA (r=0,38; p=0,008 e r=0,51,;
p<0,001, respectivamente); que contribuem para o comprometimento da funcéo endotelial pela
inibicdo da sintese do Oxido nitrico. Em contraste, o LPS ndo se correlacionou com a ADMA
ou SDMA (r=-0,02; p=0,900 e r=0,02; p=0,889, respectivamente) (PEDERSEN et al., 2014).
Além disso, este estudo ndo demonstrou associa¢Ges entre sSCD14, LPS, PCR-us e D-dimero
(PEDERSEN et al., 2014).
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Reus Bafiuls et al. (2014) demostraram que individuos infectados pelo HIV, em
TARV, com valores superiores dos marcadores inflamatérios IL-6 e TNF- a apresentaram
maior frequéncia de translocacdo bacteriana e histéria de doenca cardiovascular; com
correlacdo entre os biomarcadores sCD14 e IL-6 (r=0,28; p=0,01), sCD14 e TNF-a (r=0,40;
p<0,001). Os autores também demonstraram a associa¢do (modelo de regressao simples) dos
altos valores dos marcadores inflamatorios com a presenca de rDNA, sCD14 e historia de
eventos cardiovasculares (REUS BANULS et al., 2014). Porém, na analise multivariada, os
valores de IL-6 e TNF-a s6 foram associados independentemente com presenga de DNA
bacteriano (Odds Ratio 62, p=0,0001) e historia de eventos cardiovasculares (Odds Ratio 25, p
=0,01) (REUS BANULS et al., 2014).

No estudo de Sandeler et al. (2011) os biomarcadores foram avaliados de acordo com
a carga viral plasmatica: individuos com niveis de RNA do HIV < 400 copias/mL (n=420) e
com niveis de RNA do HIV > 400 cépias/mL (n=155), em TARV. No grupo de individuos com
niveis de RNA do HIV < 400 copias/mL, houve correlagdo de sCD14 com IL-6 (r=0,18;
p<0,001), amiloide sérica A (r=0,16; p<0,001), PCR-us (r=0,10; p=0,04) e D-dimero (r=0,11,
p=0,03). Em contraste, nos individuos com niveis detectaveis de RNA do HIV, sCD14
apresentou correlagdo com IL-6 (r=0,26; p<0,001), amiloide sérica A (r=0,18; p=0,004) e PCR-
us (r=0,18; p=0,005) (SANDLER et al., 2011). Como os efeitos da TARV na permeabilidade
intestinal e na resposta imunoldgica aos produtos microbianos ndo foram bem caracterizados,
esse estudo examinou a associacdo entre marcadores de translocacdo microbiana e inflamacao
no subconjunto ndo tratado (n=117), sendo que houve correlacdo de sCD14 com IL-6 (r=0,35;
p<0,001) e D-dimero (r=0,26; p=0,006) (SANDLER et al., 2011). Porém, esses resultados
devem ser interpretados com cuidado, porque o numero de individuos avaliados para 0s
biomarcadores ndo representam a amostra do total de inscritos no estudo.

Outro estudo realizado por Sandler et al. (2014) ndo demonstrou correlacdo entre 0s
biomarcadores de translocagdo microbiana LPS, sCD14 e EndoCAb; assim como, com outros
biomarcadores utilizados no estudo. No entanto, niveis de LBP, IL-6 e PCR, todos reagentes
de fase aguda, foram correlacionados significativamente entre si (SANDLER et al., 2014).

Na pesquisa desenvolvida por Steele et al. (2014), foram observadas associa¢6es do
sCD14 com PCR-us (r=0,292; p=0,008) e IL-6 (r=0,418; p<0,0001), em individuos infectados
pelo HIV. Porém, ndo apresentou associagdo com a proteina de ligacdo a acidos graxos
intestinais (iFABP do inglés, Intestinal fatty acid binding protein) (r=-0,019; p=0.870)
(STEELE et al., 2014). Com relacdo ao biomarcador de translocagédo microbiana LPS, houve

uma tendéncia para uma correlacao positiva com PCR-us (r=0,206; p=0,076) e IL-6 (r=0,209;
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p=0,089), mas nenhum alcangou significancia estatistica nessa coorte (STEELE et al., 2014).
Além disso, o biomarcador LPS ndo se correlacionou com sCD14s (r=0,186; p=0,112)
(STEELE et al., 2014).

Timmons et al. (2014) avaliaram as associa¢des entre 0s biomarcadores para todos 0s
individuos infectados pelo HIV incluidos no estudo e de forma isolada para cada subgrupo das
duas coortes avaliadas. Com relacdo a populacao total de individuos infectados pelo HIV, houve
correlacdo positiva do LPS com triglicérides (n=167, r=0,32; p<0,01) e correlagdo negativa de
sCD14 com HDL-C (n=166, r=-0,21; p<0,01) (TIMMONS et al., 2014). O grupo da coorte
AIDS Clinical Trial Group tanto antes como ap0s tratamento houve correlacdo de LPS com
triglicerideos (n=81, r=0,35; p<0,01, n=79, r=0,81; p<0,01, respectivamente) (TIMMONS et
al., 2014). Enquanto que, a coorte da Universidade de Indiana apresentou associacdes apenas
para o grupo em TARV, com correlacdo positiva para LPS e sCD14 com triglicerideos (n=40,
r=0,33; p=0,04, n=42, r=0,35; p<0,02, respectivamente) e correlagdo negativa de sCD14 com
HDL-C (n=41, r=-0,32; p<0,04) (TIMMONS et al., 2014). Porém, esses resultados devem ser
interpretados com cuidado, porque o nimero de individuos avaliados para os biomarcadores
ndo representam a amostra do total de inscritos em cada subgrupo do estudo.

Essa revisdo sistematica resume o0s principais biomarcadores de translocacdo
microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular utilizados atualmente e as possiveis associagdes
entre eles na infeccdo pelo HIV. O ponto forte desta revisdo para pratica clinica foi a
compreensdo que entre 0s biomarcadores de translocacdo microbiana, o sSCD14 apresentou
maior associacdo com biomarcadores de inflamacdo e risco cardiovascular.

No entanto, é necessario ponderar sobre algumas das limitacdes desse trabalho, como
as diferencas metodoldgicas entre estudos, principalmente com relacdo a avaliacdo dos
biomarcadores em diferentes grupos e subgrupos de individuos infectados pelo HIV. Desta
forma, deve ser levado em consideracdo que o0s resultados das associacfes entre 0s
biomarcadores podem ser influenciados por diferencas na populacéo de individuos infectados
pelo HIV avaliados nos estudos. Além disso, varios estudos ndo avaliaram os biomarcadores
com relacdo a populagdo total de infectados pelo HIV incluidos no estudo.

Essa pesquisa considerou os biomarcadores sanguineos sollveis que podem ser
inseridos no diagndstico do laboratério clinico, visando a interligacdo entre translocacéo
microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular. Apesar do amplo numero de biomarcadores de
inflamacéo e risco cardiovascular que foram relatados, destaca-se a PCR, que apresentou
associacdo com os biomarcadores de translocagdo microbiana; no entanto, observou-se que

importantes biomarcadores envolvidos na fisiopatologia de DCV néo foram avaliados.
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43  SEGUNDA ETAPA: PESQUISA QUANTITATIVA

Com base nos resultados da revisdo sistematica, ressalta-se a importancia de verificar
a relacdo dos biomarcadores de translocacdo microbiana com o potencial risco de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, levando em consideragdo os diferentes niveis
plasméticos de PCR-us. Além disso, o biomarcador de inflamacéo e risco cardiovascular MPO
ndo foi avaliado em adultos infectados pelo HIV com relacdo aos biomarcadores de
translocacdo microbiana, demonstrando o carater inédito desta segunda etapa da pesquisa. Ao
mesmo tempo, torna-se importante investigar a possivel influéncia do estado imunolégico, dos
diferentes esquemas de antirretrovirais utilizados e do tempo de infeccdo pelo HIV nos

biomarcadores de translocacdo microbiana, inflamacéo e risco cardiovascular.

4.3.1 Materiais e Métodos
4.3.1.1 Delineamento do estudo

Os participantes infectados pelo HIV foram selecionados no Laboratério Municipal
Alfredo Berger, no Municipio de Ponta Grossa — Parand. Todos os voluntarios foram
devidamente informados sobre os procedimentos e objetivos deste estudo, e apds concordarem,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Nucleo
de Educagédo Permanente — NEP, da Prefeitura Municipal de Ponta Grossa (ANEXO B) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), parecer n°
1.682.031 (ANEXO C). Esta pesquisa foi realizada em conformidade com a Declaracdo de
Helsinki.

As informacdes pessoais (idade e sexo), os dados da historia clinica (diabetes mellitus,
hipertensdo arterial, dislipidemia, tabagismo, alcoolismo, toxicodependéncia, presenga de
infeccdes ou doencas inflamatdrias sistémicas e existéncia de historia familiar positiva para
doenca cardiovascular); assim como, a histéria atual da infeccao pelo HIV (data do diagnostico,
uso ou ndo de antirretrovirais, classe de antirretroviral utilizada, data de inicio da terapia e
presenca de coinfecgdes), foram obtidos do prontuario médico dos participantes; fornecidos
pelo Servico de Assisténcia Especializada/Centro de Testagem e Aconselhamento (SAE/CTA).

Foram utilizados como critérios de inclusdo: individuos infectados pelo HIV em
seguimento clinico e uso de TARV de forma regular por um periodo minimo de 6 meses, idade
superior a 18 anos e jejum de 12 horas. Os critérios de excluséo foram: ingestdo de alcool (72

horas) e atividade fisica vigorosa (24 horas) antecedendo a coleta de sangue, os tradicionais
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fatores de risco cardiovascular (diabetes mellitus, hipertensao arterial, dislipidemia, tabagismo,
alcoolismo e toxicodependéncia), presenca de coinfeccdes (hepatite B e hepatite C) ou
infeccdes oportunistas (toxoplasmose e citomegalovirus) ou doencas inflamatdrias sistémicas,
existéncia de histdria familiar positiva para doenca cardiovascular e individuos sem adesdo ao
tratamento antirretroviral.

Foram analisados o0s seguintes biomarcadores plasmaticos: i) translocacdo microbiana
método direto: LPS, ii) translocacdo microbiana métodos indiretos: LBP (ativagdo imune a
produtos bacterianos) e sCD14 (ativacdo de mondcitos/macrdofagos); iii) inflamacgéo e risco
cardiovascular: PCR-us e MPO; iv) imunolégicos: linfocitos T CD4+ e T CD8+ e v) virologico:
carga viral.

Foi realizado um estudo caso-controle, sendo que os participantes da pesquisa foram
divididos em diferentes grupos:

1) Potencial aumento do risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
de acordo com os niveis plasméticos de PCR-us e MPO, conforme os valores
plasmaticos de cutoff demonstrado na literatura. O individuos infectados pelo
HIV foram categorizados de acordo com o biomarcador PCR-us em: i) Baixo
Risco <3 mg/L e ii) Alto Risco > 3 mg/dL (RIDKER, 2003). Segundo o risco
cardiovascular estratificado pela MPO, os voluntarios foram enquadrados
como: i) MPO < 350 ng/mL e ii) MPO > 350 ng/mL (BALDUS et al., 2003).

2) Estado imunologico, detectado pela contagem de células T CD4+. Segundo a
contagem de células T CD4+ os voluntarios foram divididos em: i) linfocitos
T CD4+ inferior a 500 células/mm?, ii) linfocitos T CD4+ igual ou superior a
500 células/mm?,

3) Esquema terapéutico utilizado: i) dois inibidores da transcriptase reversa
andlogo de nucleosideos e nucleotideos (ITRN/ITRNt) associados a um
inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos (ITRNN); ii) dois
ITRN/ITRNt associados a um inibidor de protease com reforco de ritonavir
(IP/r) e iii) dois ITRN/ITRNt associados a um inibidor de integrasse (INI).

4) Tempo de infeccdo pelo HIV, identificado pela data do diagnostico, os
voluntarios foram categorizados em Quartis: i) 1° Quartil, < 3,0 anos; ii) 2°
Quartil, 3,0 — 8,0 anos; iii) 3° Quartil, 9,0 — 13,0 anos e iv) 4° Quartil > 13,0

anos.
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4.3.1.2 Coleta e Processamento da amostra bioldgica

A coleta de sangue venoso foi realizada pelo sistema a vacuo. O sangue total coletado
(10,0 mL) foi distribuido em trés tubos com anticoagulante EDTA K e um tubo de preparacéao
de plasma, EDTA K> com gel separador (BD Vacutainer® PPT™, Becton Dickinson-
Biociences, San Jose, Califérnia, USA).

O processamento da amostra foi realizado da seguinte forma:

)} Primeiro tudo de EDTA Ko: foi utilizado o sangue total para analise dos
parametros imunoldgicos referentes a contagem absoluta e percentual de
células T CD4+, T CD8+, relacdo CD4/CD8, analisado ho mesmo dia da coleta
de sangue venoso;

i) Segundo e Terceiro tubos de EDTA Ka: foram centrifugados dentro de uma
hora apds a coleta por 15 minutos, para obtencdo de plasma. Aliquotas desse
plasma foram transferidas para tubos de polipropileno estéril com subsequente
armazenagem -80° C, para posterior anélise dos biomarcadores PCR-us, MPO,
LBP e sCD14. Outra aliquota do plasma foi transferida para tubos de vidro
estéreis para armazenamento a -20° C, para posterior analise de LPS.

iii) Tubo de EDTA K para preparacdo de plasma, com gel separador: foi
centrifugado por 15 minutos dentro de duas horas apds a coleta e armazenado

entre 2° a 8° C para posterior analise da carga viral.

4.3.1.3 Analise laboratorial
4.3.1.3.1 Biomarcador de Translocacdo Microbiana — Direto
4.3.1.3.1.1 Ensaio cinético quantitativo para determinacdo de LPS

A dosagem de endotoxinas plasmaticas foi realizada pelo ensaio cinético quantitativo
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Kinetic-QCL™ (Lonza Inc., Walkersville, USA), utilizando
materiais estéreis, qualificados para testar endotoxinas. Inicialmente foi realizada uma curva-
padrdo. O controle padrdo de endotoxinas foi reconstituido com &agua reagente para LAL
produzindo uma solugéo contendo 50 unidades de endotoxinas por mililitro (EU/mL) e agitado
por 15 minutos no vortex. O estabelecimento de uma curva-padrdo com quantidade de
endotoxinas conhecidas € necessario para determinar a concentracdo de endotoxinas em

amostras com quantidades desconhecidas. Foram realizadas dilui¢fes a partir desse padréo de
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concentragdo conhecida de Escherichia coli, utilizando tubos de vidro apirogénicos, tamanho
13 mm x 100 mm (Lonza Inc., Walkersville, USA), chegando-se as seguintes concentracdes
finais de endotoxinas: 50 UE/mL, 5 UE/mL, 0.50 UE/ml, 0.05 UE/mL e 0.005 EU/mL (Quadro
1).

Quadro 1 - Diluicéo do controle padréo de endotoxinas para realiza¢do da curva-padrao

Padrdo de | EU/mL Volume de padrao de endotoxina Volume de agua
endotoxina reagente para
LAL

5 50 Controle padrdo de endotoxina puro -

4 5 0.1 mL do padrdo 5 0.9 mL

3 0.50 0.1 mL do padréo 4 0.9 mL

2 0.05 0.1 mL do padrdo 3 0.9 mL

1 0.005 0.1 mL do padrdo 2 0.9 mL

Fonte: Baseado em Ensaio cinético tradicional Limulus Amebocyte Lysate (LAL), Guia rapido de procedimento,
Lonza Inc., Walkersville, USA.

As amostras de plasma dos participantes da pesquisa foram vigorosamente agitadas
por 1 minuto no vértex, em seguida diluidas 1:25 em agua reagente para LAL em tubos de vidro
apirogénicos e novamente vigorosamente agitadas por 1 minuto antes da pipetagem nas
cavidades apropriadas da microplaca. A agitacdo da amostra antes e ap6s a diluicdo €
importante porque a endotoxina tende a se aderir ao vidro. Em uma placa apirogénica de 96
pocos, foram adicionados 100 uL de &gua apirogénica (branco da reagdo), os padrbes de
endotoxina e as amostras coletadas em duplicata. A placa foi incubada no leitor cinético a 37 £
1° C por 10 minutos, o qual estava acoplado a um microcomputador com software WinkQCL™
(Lonza Inc., Walkersville, USA) especifico para gerenciamento, execucdo e emissdo de
relatérios. Em seguida, foram adicionados em cada poc¢o da placa 100 pL do reagente cinético
cromogénico do LAL (reconstituido imediatamente antes do uso, com agitagdo suave)
utilizando uma micropipeta multicanal com ponteiras apirogénicas. Apds o inicio do ensaio
cinético, o software da leitora de microplacas monitorava, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorvancia a 340 nm em cada poco da microplaca. As concentragdes de LPS foram
derivadas da curva padrdo de concentra¢Ges conhecidas do controle endotoxinas, obtida pelo
leitor de microplacas e Software WinKQCL™ (Lonza Inc., Walkersville, USA), com resultado

corrigido para diluigéo inicial da amostra. Os resultados foram relatados em EU/mL.
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4.3.1.3.2 Biomarcadores de Translocacao Microbiana — Indiretos
4.3.1.3.2.1 Ativacdo imune a produtos bacterianos: ELISA para determinacéo de LBP

Os niveis plasméaticos de LBP foram determinados pela reacdo imunoenzimatica
ELISA no formato sanduiche de fase sdlida (Human LBP ELISA Kit, Sigma-Aldrich, Inc, St.
Louis, Missouri, EUA). As amostras de plasma foram diluidas 1:1.000 com tampé&o fornecido
pelo kit antes da realizacéo do teste. Em seguida, a solucdo padrao foi reconstituida com 400uL
de diluente produzindo uma solugédo de 200 ng/mL. Foram realizadas dilui¢Ges a partir desse
padrdo de concentracdo conhecida, para a realizacdo da curva-padrao, chegando-se as seguintes
concentrages finais: 200 ng/mL (padrdo de LBP humano néo diluido), 80 ng/mL, 32 ng/mL,
12.80 ng/mL, 5.120 ng/mL, 2.048 ng/mL, 0.819 ng/mL e o diluente do ensaio foi utilizado

como padréo zero (0 ng/mL) (Quadro 2).

Quadro 2 - Diluicéo do padrédo de LBP humano para realizacdo da curva-padréao

Padrdo | ng/mL Volume de padréo de LBP Volume de

diluente

7 200 Padrdo de LBP puro -

6 80 180 pL do padréo 7 270 L

5 32 180 pL do padréo 6 270 uL

4 12.80 180 pL do padrédo 5 270 uL

3 5.120 180 pL do padréo 4 270 uL

2 2.048 180 pL do padréo 3 270 uL

1 0.819 180 pL do padréo 2 270 uL

0 0 - 270 pL

Fonte: Baseado em Human LBP ELISA Kit, Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, Missouri, EUA.

Aos orificios da placa revestidos com anti-humano LBP foram adicionados 100 pL de
cada padrdo e amostras pré-diluidas, em duplicata. Ap6s incubacdo por 2 horas e trinta minutos
a temperatura ambiente, sob agitacdo suave e constante, o sobrenadante foi desprezado e a placa
lavada 4 vezes com o tampdo de lavagem (aproximadamente 300 pL/poco). Em seguida, foi
incubada com 100 pL/pogo do anticorpo de detecgédo biotinilado para LBP (preparado com
100ul de diluente e posteriormente diluido 1:80) durante uma hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo suave e constante. Apds repetir o procedimento de lavagem da placa, foram
adicionados 100 pL/poco da solucdo da enzima estreptoavidina peroxidase (diluida 1:500) e

incubacdo por 45 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo suave e constante. Em seguida,
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o ciclo de lavagem da placa foi repetido e a reacdo revelada pela adigdo de 100 pL/poco de
3,3%,5,5” - tetrametilbenzidina e incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, protegida da
luz e sob agitacdo suave e constante. A reacdo foi bloqueada adicionando-se 50 pL/pogo de
H2S0O4 (0.2 N), avaliando-se a densidade Optica das amostras a 450 nm, imediatamente apos o
bloqueio da reacdo. Os valores de absorbancia para o ELISA foram determinados usando um
leitor de microplacas Synergy H1 com controle e software de leitura dos dados BioTek's Gen5™
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA). A concentracao final foi determinada
com referéncia a curva-padréo e corrigido para a diluicdo da amostra. Os resultados foram

transformados para pg/mL.

4.3.1.3.2.2 Ativador de mondcitos/macrofagos: ELISA para determinagdo de sCD14

Os niveis plasmaticos de sCD14 humano foram quantificados, por ELISA no formato
sanduiche de fase solida (Quantikine ELISA; R & D Systems Inc., Minneapolis, USA). As
amostras de plasma foram diluidas 1:200 com tampéo fornecido pelo kit antes da realizacdo do
teste. Em seguida, a solucdo padréo foi reconstituida com o diluente do calibrador (diluido 1:5)
produzindo uma solucédo de 16.000 pg/mL. Foram realizadas dilui¢des a partir desse padrdo de
concentracdo conhecida, para a realizacdo da curva-padrdo, chegando-se as seguintes
concentracdes finais: 16.000 pg/mL (padrdo de CD14 humano ndo diluido), 8.000 pg/mL,
4.000pg/mL, 2.000 pg/mL, 1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL e o diluente do ensaio foi
utilizado como padréo zero (0 ng/mL) (Quadro 3).

Quadro 3 - Dilui¢éo do padrédo de CD14 humano para realizacdo da curva-padrao

Padrdo | pg/mL Volume de padrado de CD14 Volume de

diluente

7 16.000 Padrdo de CD14 puro -

6 8.000 500 pL do padréo 7 500 pL

5 4.000 500 pL do padréo 6 500 pL

4 2.000 500 pL do padrédo 5 500 pL

3 1.000 500 pL do padrdo 4 500 pL

2 500 500 pL do padréo 3 500 pL

1 250 500 pL do padréo 2 500 pL

0 0 - 500 pL

Fonte: Baseado em Human CD14 Immunoassay, Quantikine®ELISA kit, R & D Systems Inc., Minneapolis, USA.
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Aos orificios da placa revestidos com anticorpo monoclonal especifico para CD14
humano foram adicionados 100 pL/pogo de uma base proteica tamponada. Em seguida, foram
adicionados 100 pL/poco de cada padrao e amostras pré-diluidas, em duplicata. Apds incubacéo
por 3 horas a temperatura ambiente o sobrenadante foi desprezado e a placa lavada 4 vezes com
0 tampédo de lavagem (aproximadamente 400 pL/poco). Em seguida, foi incubada com
200uL/pogo do conjugado de CD14 humano durante uma hora & temperatura ambiente.
Posteriormente, o ciclo de lavagem da placa foi repetido e a reacdo revelada pela adicéo
200uL/poco da solucdo de substrato (reagentes de cor A e B misturados em volumes iguais, 15
minutos antes do uso) e incubagdo de 30 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. A
reacdo foi bloqueada adicionando-se 50 pL/poco de H2SO4 (2 N), avaliando-se a densidade
Optica das amostras a 450 nm, imediatamente ap6s o bloqueio da reacdo. Os valores de
absorbancia para o ELISA foram determinados usando um leitor de microplacas Synergy H1
com controle e software de leitura dos dados BioTek's Gen5™ (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, EUA). A concentracdo final foi determinada com referéncia a curva-

padrdo e corrigido para a diluicdo da amostra. Os resultados foram transformados para pg/mL.

4.3.1.3.3 Biomarcadores de Inflamacéo e Risco Cardiovascular
4.3.1.3.3.1 Método imunoturbidimétrico com latex para determinagdo quantitativa de PCR

Os niveis de PCR-us foram obtidos pelo método de imunoturbidimetria com particulas
marcadas, em aparelho automatizado CT 300i (Wiener lab., Rosario, Argentina), utilizando o
kit CRP hs (Wiener lab., Rosario, Argentina). O principio do método consiste em que a PCR
presente na amostra aglutina as particulas de latex recobertas com anticorpos anti-PCR. A
turbidez causada pela aglutinacdo das particulas de latex é proporcional a concentracdo de PCR
na amostra, sendo medida por espectrofotometria no equipamento, em absorbancia de 570 nm.
Primeiro o equipamento foi calibrado com os calibradores 1, 3, 4, 5, 6 e 7 do PCR Calibrador
em série Turbitest AA (Wiener lab., Rosario, Argentina), com diferentes niveis de PCR
humana. Em seguida, foi processado o PCR Control N Turbitest AA (Wiener lab., Rosario,
Argentina). Posteriormente, as amostras dos participantes da pesquisa foram processadas no

equipamento e os resultados liberados em mg/L.
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4.3.1.3.3.2 ELISA para determinacéo de MPO

Os niveis de MPO no sangue periférico foram determinados por ELISA no formato
sanduiche em fase sélida (Immunology Consultants Laboratory, USA). As amostras de plasma
foram diluidas 1/10 antes da realizacdo do teste. Em seguida, o calibrador MPO humano foi
reconstituido com 1.0 mL de &gua destilada produzindo uma solu¢do de concentracdo de
250ng/mL. Foram realizadas diluicdes a partir desse padrao de concentracdo conhecida, para a
realizacdo da curva-padrdo, chegando-se as seguintes concentracfes finais: 120 ng/mL,
60ng/mL, 30 ng/mL, 15 ng/mL, 7.5 ng/mL, 3.75 ng/mL, 1.875 ng/mL e o diluente do ensaio
foi utilizado como padréo zero (0 ng/mL) (Quadro 4).

Quadro 4 - Diluicéo do calibrador MPO humano para realizacdo da curva-padrao

Padrdo | ng/mL Volume adicionado ao diluente Volume de

diluente
7 120 240 uL do calibrador MPO humano 260 uL
6 60 250 pL do padréo 7 250 pL
5 30 250 pL do padrao 6 250 uL
4 15 250 pL do padrdo 5 250 uL
3 7.5 250 pL do padrdo 4 250 pL
2 3.75 250 pL do padrdo 3 250 uL
1 1.875 250 pL do padréo 2 250 pL
0 0 - 500 pL

Fonte: Baseado no Immunoperoxidase Assay for Determination of Myeloperoxidase in Human Samples Kit,
Immunology Consultants Laboratory, USA.

Aos orificios da placa revestidos com anticorpos anti-humano MPO foram adicionados
100 pL de cada padréo e amostras pré-diluidas, em duplicata. Apds incubagdo por uma hora a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi desprezado e a placa lavada 4 vezes com o tampéao
de lavagem. Em seguida, foi incubada com 100 pL/pogo do conjugado enzima-anticorpo
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o ciclo de lavagem da placa foi
repetido e a reacdo revelada pela adigdo de 100 uL/pogo de 3,3°,5,5° - tetrametilbenzidina e
incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. A quantidade de enzima
ligada varia diretamente com a concentracdo de MPO na amostra testada. A reagdo foi
bloqueada adicionando-se 100 pL/poco de H2SO4 (0.3 N). As concentracdes de MPO foram
determinadas imediatamente com referéncia a curva-padrdo utilizando o leitor de microplacas

Synergy H1 com controle e software de leitura dos dados BioTek's Gen5™ (BioTek
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Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA), em comprimento de onda de 450 nm. O resultado
final foi corrigido para dilui¢do inicial da amostra.

4.3.1.3.4 Biomarcadores Imunologicos
4.3.1.3.4.1 Contagem de células T CD4+ e T CD8+

Os parametros imunolégicos referentes a contagem absoluta e percentual de células T
CD4+ e T CD8+ foram obtidos por citometria de fluxo utilizando o protocolo padréo BD
Multitest CD3/CD4/CD8/CD45, com tubos TruCOUNT, no citdmetro de fluxo FACSCalibur®
e software MultiSET (Becton Dickinson-Biociences, San Jose, Califérnia, USA). O reagente
Multitest contém uma mistura dos anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD45,
sendo que cada um desses anticorpos esta conjugado com um fluocromo diferente: FITC, APC,
PE e PerCP; respectivamente. Nos tubos TruCOUNT, h& um pellet embaixo de uma grade ao
fundo do tubo, composto de milhares de microesferas feitas de poliestireno, as chamadas beads.
O numero de beads que compdem o pellet esta definido no kit dos tubos TruCOUNT e serve
para que o software MultiSET consiga calcular o volume de sangue que passou pela célula de
fluxo, gerando as contagens absolutas.

Antes da rotina ser iniciada foi realizada a calibracdo do citdmetro; sendo avaliado o
teste de sensibilidade, a corrente e poténcia do laser azul, voltagens dos detectores, threshold e
valores de compensacao.

O primeiro passo do preparo das amostras foi a adi¢cdo de 20 pL do reagente Multitest
aos tubos TruCOUNT. Imediatamente ap06s a adicdo do Multitest, foi realizada a pipetagem
reversa de 50 pL de sangue total, agitado os tubos no vértex e incubacdo por 15 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. Apds os 15 minutos de incubacdo dos anticorpos com as
células, isto é, do Multites com o sangue, foi acrescentado 450 pL da solucdo de lise
(FACSLsing Solution, Becton Dickinson-Biociences, San Jose, Califérnia, USA) ja diluida
1:10 com agua destilada antes do uso da rotina CD4/CD8. Depois desse procedimento, o tubo
foi novamente agitado no vortex e realizado uma nova incubacao de 15 minutos a temperatura
ambiente e no escuro. A incubacao da mistura de sangue e anticorpos com a solucéo de lise tem
como objetivos: i) destruir (lisar) os eritrdcitos, os quais podem interferir na dispersédo de luz e
formar aglomerados potencialmente problematicos para o citémetro e ii) fixar os leucdcitos

marcados, estabilizando a reacdo.
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Ao mesmo tempo, foi realizado o controle de qualidade dos tubos TruCOUNT e do
preparo das amostras utilizando sangue de paciente ndo infectado pelo HIV coletado em tudo
de EDTA K2. Foram preparados trés tubos de controle: alto, médio e baixo; seguindo 0 mesmo
preparo que as amostras como citado acima, mas com um ultimo passo a mais. Apos a
incubacdo com a solucdo de lise diluida, foi acrescentado ao tubo controle alto 50 pL das beads
TruCOUNT Control High; ao controle médio 50 pL das beads TruCOUNT Control Medium;
e ao controle baixo, 50 pL das beads TruCOUNT Control Low. Os tubos dos controles foram
agitados e a leitura realizada imediatamente. Em seguida, as amostras foram processadas no
FACSCalibur. Apds a leitura de cada amostra, 0 MultiSET gera os resultados com as contagens
percentuais e absolutas, bem como a razdo CD4/CD8.

4.3.1.3.5 Biomarcador Viroldgico

4.3.1.3.5.1 Reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-PCR) para
quantificacdo dos niveis plasmaticos de RNA do HIV

A carga viral plasmatica foi quantificada em sistema automatizado Abbott m2000
RealTime HIV1 pela reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-PCR) (Abbott
Laboratories, Chicago, Illinois, EUA). O sistema m2000 consiste de dois instrumentos: o
m2000sp (extragcdo automatizada) e o instrumento m2000rt (PCR em tempo real), que amplifica
e detecta o &cido nucléico do HIV-1 usando um nico DNA linear de cadeia dupla. O RNA foi
extraido a partir de 0,6 mL de plasma utilizando a tecnologia de microparticulas magnéticas,
com limite de deteccdo inferior de 40 coépias/mL e superior de quantificacdo de
10.000.000cépias/mL. O RNA foi isolado e adicionado manualmente a mistura principal
preparada, seguida pela amplificacdo por PCR em tempo real. A transcricdo reversa, a
amplificacdo por PCR e as reacdes de deteccao/quantificacdo foram realizadas na plataforma
Abbott m2000rt. Durante a reacdo de amplificacdo, 0 RNA-alvo foi convertido em cDNA pela
atividade de transcriptase reversa da enzima termoestavel rTth DNA polimerase. A quantidade
da sequéncia-alvo de HIV-1 presente em cada ciclo de amplificacdo foi medida com o uso de
sondas de oligonucleotideos marcados por fluorescéncia no sistema m2000rtTM. A sonda
consiste em dois fragmentos de DNA de comprimentos diferentes: o fragmento mais longo é
complementar ao DNA alvo e € ligado a um marcador fluorescente, enquanto que o fragmento
mais curto contém a molécula de desativacdo. Quando o DNA alvo néo esta presente, a sonda

longa liga-se & sonda de desativagdo e ndo é detectada fluorescéncia. Porém, quando o DNA
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alvo esta presente, a sonda longa se liga preferencialmente ao DNA alvo e é capaz de fluorescer
dando um sinal quantificvel. A concentracdo de RNA do HIV-1 em amostras foi calculada a
partir da curva de calibracdo armazenada e os resultados foram reportados automaticamente na
estacao de trabalho m2000rt. Os resultados do ensaio foram relatados em copias/mL (cp/mL) e

log10 cp/mL.

4.3.1.4 Avaliacéo estatistica

Na andlise estatistica, foi verificada a normalidade dos dados pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os valores de LPS, sCD14, PCR-us e MPO ndo apresentaram
distribuicdo normal. Portanto, as variaveis continuas foram descritas por meio de mediana e
intervalo interquartilico, e as varidveis categoricas por meio de nimero e percentual. As
possiveis diferencas entre os grupos para as variaveis continuas foram avaliadas pelos testes de
Kruskal-Wallis (i.e. trés ou mais grupos) ou Mann-Whitney (i.e. dois grupos); enquanto, as
variaveis categoricas foram avaliadas pelo Qui-Quadrado (y2) ou Exato de Fisher (frequéncias
abaixo de cinco), conforme apropriado. O tempo de infeccdo pelo HIV foi categorizado em
Quiartis: 1° Quartil, < 3,0 anos; 2° Quartil, 3,0 — 8,0 anos; 3° Quartil, 9,0 — 13,0 anos e 4° Quartil
> 13,0 anos. As possiveis correlagdes entre os biomarcadores foram evidenciadas pela
correlacdo de Spearman. O programa estatistico empregado foi SPSS 20.0%® (Chicago, EUA),

independentemente do teste utilizado o nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.

4.3.2 Resultados e Discussdo

Foram selecionados para pesquisa 78 individuos infectados pelo HIV, a caracterizacao
da populacédo da pesquisa esta apresentada na Tabela 1. A maior parte dos infectados pelo HIV
avaliados no estudo s&o do sexo masculino, com idade média de 46 + 11 anos, apresentam
contagem de celulas T CD4+ superior a 500 células/mL, inversdo da relacdo CD4/CD8 e carga
viral indetectavel (Tabela 3).

Com relacdo ao tratamento, segundo protocolo do Ministério da Salde a terapia inicial
deve sempre incluir combinages de trés antirretrovirais, sendo dois inibidores da transcriptase
reversa analogo de nucleosideos e nucleotideos (ITRN/ITRNt) associados a uma outra classe
de antirretrovirais: inibidores da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos (ITRNN),

inibidor de protease com reforgo de ritonavir (IP/r) ou inibidor de integrasse (INI) (BRASIL,
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2018). Os esquemas terapéuticos utilizados pelos individuos do estudo estdo apresentados na
Tabela 3.

No Brasil, para os casos em inicio de tratamento, o esquema inicial preferencial deve
ser a associacdo de dois ITRN/ITRNt — lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF) — associados ao
inibidor de integrase (INI) — dolutegravir (DTG) (BRASIL, 2018), sendo que, no presente
estudo, 26% dos individuos infectados pelo HIV utilizam esse esquema terapéutico. Contudo,
37% dos participantes do estudo sdo tratados com 2 ITRN/ITRNts + 1 IP/r, enquanto outros
37% dos individuos séo tratados com 2 ITRN/ITRNts + 1 INI (Tabela 3). Esta divergéncia de
esquemas terapéuticos em relacdo ao esquema preferencial preconizado se deve a situacgoes
especiais de intolerancia ou contraindicacdo (coinfeccdo por tuberculose, mulheres com
possibilidade de engravidar e gestantes), com adequacao dos antirretrovirais para 0s esquemas
iniciais alternativos (BRASIL, 2018).
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Tabela 3 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV avaliados no estudo

Caracteristicas Individuos
infectados
pelo HIV

(n=78)

Idade (anos) 46 £11

Sexo, n (%)

Masculino 44 (56)
Feminino 34 (44)
Tempo de infeccdo pelo HIV (anos) 8,54 £ 6,06

CD4+ (células/mm?) 542 + 329

CD8 + (células/mm?) 1060 + 462

Percentual de linfocitos T CD4+ 24,05 £+ 10,60

Percentual de linfocitos T CD8 + 48,64 + 13,46

Relacdo CD4/CD8, n (%)

Com Inversao 71 (91)
Sem Inversao 7(9)

Carga viral, n (%)

Indetectavel 59 (76)
Detectavel 19 (24)
Tempo de TARV (anos) 8,17 £5,94

Antirretrovirais, n (%)
2 ITRN/ITRNts + 1 ITRNN

Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV) 25 (32)

Zidovudine (AZT, ZDV) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV) 3(4)

Abacavir (ABC) + Lamivudine (3TC) + Efavirenz (EFV) 1)
2 ITRN/ITRNts + 1 IP/r

Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Atazanavir (ATV) + Ritonavir (RTV) 21 (27)

Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Darunavir (DRV) + Ritonavir (RTV) 5 (6)

Zidovudine (AZT, ZDV) + Lamivudine (3TC) + Atazanavir (ATV) + Ritonavir (RTV) 2(3)

Zidovudine (AZT, ZDV) + Lamivudine (3TC) + Darunavir (DRV) + Ritonavir (RTV) 1(1)
2 ITRN/ITRNts + 1 INI

Tenofovir (TDF) + Lamivudine (3TC) + Dolutegravir (DTG) 20 (26)

Valores apresentados em média + desvio-padrdo, nimero e percentual.

TARV, terapia antirretroviral; ITRN/ITRNt, inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideos e
nucleotideos; ITRNN, inibidores da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos; IP/r, inibidor de protease
com refor¢o de ritonavir; INI, inibidor de integrasse. Fonte: A autora
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Risco cardiovascular

Os biomarcadores de translocacdo microbiana (LPS), ativagdo imune a produtos
bacterianos (LBP), ativacdo de mondocitos/macrofagos (sCD14), inflamacdo e risco
cardiovascular (MPO) foram avaliados de acordo com diferentes niveis plasmaticos do
biomarcador PCR-us, dos individuos infectados pelo HIV, para potencial aumento do risco do
desenvolvimento de DCV (Tabela 4). A PCR-us é, atualmente, o melhor biomarcador
inflamatdrio validado em termos de predi¢do de risco cardiovascular e sua avaliacdo pode
identificar em longo prazo uma proporcao substancial de individuos com maior risco absoluto,
quando comparada com os escores de risco convencionais (JOHNS et al., 2018).

A PCR-us em individuos infectados pelo HIV estd associada a fatores de risco
cardiovasculares tradicionais, principalmente em pacientes tratados com TARV (DE LUCA et
al., 2013; GUIMARAES et al., 2008). Triant et al. (2009) demonstraram que a PCR-us elevada
em individuos infectados pelo HIV esté4 associada, de forma independente, ao aumento do risco
relativo de infarto agudo do miocérdio (TRIANT; MEIGS; GRINSPOON, 2009). Portanto, a
avaliacdo da PCR-us pode ser utilizada na avaliacdo do risco cardiovascular em individuos
infectados pelo HIV (TRIANT; MEIGS; GRINSPOON, 2009).

O presente estudo ndo encontrou diferenca estatistica com relacdo a idade, sexo, tempo
de infeccdo, tempo de utilizacdo dos antirretrovirais, contagem de células T CD4+ e carga viral
entre os grupos avaliados, demonstrando homogeneidade da populacéo do estudo (Tabela 4).

Os niveis de endotoxinas plasmaticas foram inferiores 1,0 EU/mL na maioria dos
individuos infectados pelo HIV, com valores medianos de 0,125 EU/mL (Tabela 4). Esses
resultados estdo de acordo com os niveis plasmaticos normais de LPS encontrados na populacdo
geral, caracterizada com taxas de endotoximas inferiores a 1,0 EU/mL, com valores médios de
0,128 EU/mL (NADHAZI et al., 2002).

Deve ser levado em consideracdo que a associacdo dos niveis de endotoxinas
plasmaticas com marcadores inflamatérios tem sido inconsistente na literatura (HAISSMAN et
al., 2017; KELESIDIS et al., 2012; SANDLER et al., 2011; VAN DEN DRIES et al., 2015),
uma vez que o grau de resposta do hospedeiro na neutralizacdo de LPS ocorre de forma
individual (LICHTFUSS et al., 2011). Ao mesmo tempo, a heterogeneidade na estrutura,
solubilidade, estado fisico e bioatividade do LPS colocam limitagbes importantes na
interpretacdo dos testes de endotoxina plasméatica (MUNFORD, 2016).

Né&o houve diferenga entre os niveis plasméticos de LBP de acordo com os grupos do
estudo (Tabela 4). A LBP é uma molécula versatil apresentando diferentes fun¢des na regulagao

imune e na transferéncia lipidica. As respostas celulares aos LPS séo potencializadas pela LBP,
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uma proteina que acelera a ligacéo de LPS ao corecpetor CD14. Além disso, a LBP copurifica
com particulas de lipoproteinas de alta densidade (HDL), transferindo o LPS para essas
lipoproteinas e neutralizando seus efeitos deletérios (KOPP; KUPSCH; SCHROMM, 2016). A
LBP é encontrada no soro ou plasma normal nas concentracfes de 5 a 10 pg/mL (TOBIAS et
al., 1992), entretanto o presente estudo demonstrou valores superiores em individuos infectados
pelo HIV (Tabela 4).

Apesar das evidéncias crescentes de que a LBP desempenha um papel importante na
fisiopatologia das DCV (LEPPER et al., 2011), o presente estudo ndo encontrou relacdo entre
as concentracBes plasmaticas de LBP com os niveis mais altos de PCR-us, relacionados a
potencial aumento do risco cardiovascular (Tabela 4).

No entanto, o presente estudo demonstrou aumento significativo de niveis plasmaticos
de sCD14 e MPO em individuos com altos valores de PCR-us (Tabela 4), dois biomarcadores
relacionados ao risco cardiovascular. Estudos longitudinais demonstraram associagdes entre 0S
niveis de sCD14 e DCV na populacéo geral e em individuos infectados pelo HIV. Um estudo
recente determinou 85 biomarcadores solUveis em 3.523 participantes, demonstrando que o
sCD14 prediz a insuficiéncia cardiaca incidente, mortalidade por todas as causas e por DCV
(HO et al., 2018).

Em individuos infectados pelo HIV, Kelesidis et al. (2012) demonstraram que 0s
biomarcadores LPS e sCD14 predizem a progressdo da aterosclerose subclinica, ao longo de
um periodo de 3 anos (KELESIDIS et al., 2012). Hanna et al. (2017) constataram gue 0s niveis
sCD14 foram significativamente associados com a formacéo de nova placa da artéria carotida
apos 7 anos, demonstrando que os niveis de sCD14 desempenham papel significativo no
desenvolvimento da aterosclerose entre individuos infectados pelo HIV (HANNA et al., 2017).
Em contraste, um estudo transversal desenvolvido por Longenecker et al. (2014) ndo encontrou
associacdo dos niveis de sCD14 com espessura da camada intima-média da artéria cardtida
comum ou com a placa aterosclerética (LONGENECKER; TRIANT, 2014). Porém, esse
estudo destaca a necessidade do acompanhamento longitudinal para esclarecer os efeitos
deletérios da ativacdo imunoldgica cronica e da inflamacdo na doenca cardiovascular
(LONGENECKER; TRIANT, 2014).

Com relacdo a associagéo dos altos niveis de PCR-us com 0 aumento da MPO (Tabela
4), deve ser levado em consideracdo que a MPO € um biomarcador de inflamacéo e risco
cardiovascular particularmente Gtil em populagdes de alto risco (SCHINDHELM et al., 2009).

Desta forma, os biomarcadores analisados no estudo também foram avaliados de acordo com o
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cutoff da MPO em individuos infectados pelo HIV, para potencial aumento do risco do
desenvolvimento de DCV (Tabela 5).

Vérios estudos demonstraram associacfes entre os niveis de MPO e DCV na
populacdo geral e em infectados pelo HIV. Um estudo caso-controle com 158 individuos,
apresentando doenga arterial coronariana estabelecida e 175 controles, demonstrou que a
atividade de MPO foi significativamente maior para os casos de doenca do que para os controles
(ZHANG et al., 2001). Baldus et al. (2003) avaliaram 1.090 pacientes com sindromes
coronarianas agudas, durante 6 meses de acompanhamento e demonstraram que 0s niveis
séricos de MPO podem predizer um risco aumentado para eventos cardiovasculares
subsequentes e ampliar as informagfes progndsticas obtidas dos marcadores bioquimicos
tradicionais (BALDUS et al., 2003). Meuwese et al. (2007) demonstraram a associacdo entre
MPO e DCV, avaliando 1.138 individuos com doenca arterial coronariana estabelecida e 2.237
controles, sendo que o quartil superior da MPO versus o quartil inferior estava relacionado para
doenca arterial coronariana ap6s ajuste para fatores de risco tradicionais (MEUWESE et al.,
2007).

Outro estudo desenvolvido por Scharnagl et al. (2014) com 3.036 participantes,
durante um tempo médio de 7,75 anos, demonstrou que as concentracbes de MPO estdo
independentemente associadas ao risco de mortalidade geral e cardiovascular em pacientes com
doenca arterial coronariana (SCHARNAGL et al., 2014). Kacprzak e Zielinska (2016)
demonstraram que a MPO é um marcador prognéstico em pacientes com infarto agudo do
miocardio com supradesnivelamento do segmento ST tratados com intervencdo coronaria
percutanea priméria (KACPRZAK; ZIELINSKA, 2016). Em 2018, Mayyas et al.
demonstraram que altos niveis plasmaticos de MPO estéo associados a um risco aumentado de
doenca cardiovascular aterosclerética (MAYYAS et al., 2018). Ross et al. (2009) verificaram a
associacdo entre as concentracbes de MPO plasmaéticas e a espessura das camadas intima e
média da artéria cardtida em individuos infectados pelo HIV (ROSS et al., 2009).

Todos os estudos mencionados acima relataram associagdes significativas entre MPO
e DCV, em contraste um estudo caso-controle com individuos infectados pelo HIV ndo mostrou
associagéo significativa independente da MPO com eventos cardiovasculares (EL-BEJJANI et
al., 2008). Porém, deve ser ressaltado que esse estudo determinou os niveis de MPO em plasmas
armazenados nos 6-12 meses que precederam os eventos cardiovasculares (EL-BEJJANI et al.,
2008). Outro estudo, em pacientes submetidos a angiografia coronariana eletiva, ndo foram
observadas diferencas significativas nas concentragdes de MPO dos individuos com doenca

arterial coronariana estavel em comparagdo com aqueles sem comprovacao, sugerindo que a
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liberagdo sisttmica de MPO ndo é uma caracteristica da doenca arterial coronariana
assintomética (KUBALA et al., 2008). Uma possivel explicacdo para esses resultados pode ser
0 menor risco da doenca arterial coronariana estavel versus a instavel (SCHINDHELM et al.,
2009). Pois, eventos cardiovasculares sao mais provaveis em DCV instaveis; tais observacoes
podem indicar que a MPO ¢ particularmente biomarcador Gtil em populacBes de alto risco
(SCHINDHELM et al., 2009).

No presente estudo, valores acima de 350 ng/mL de MPO apresentaram diminui¢éo
significativa da contagem de células T CD4+ e aumento significativo de PCR-us (Tabela 5).
Existem fortes evidéncias da associacao entre a deplecdo periférica de células T CD4+ e o risco
aumentado de um evento cardiovascular (KAPLAN et al., 2008; LICHTENSTEIN et al., 2010).
No entanto, ndo houve diferenca estatistica para os biomarcadores de translocacdo microbiana,
ativacdo imune a produtos bacterianos e ativacdo de monadcitos/macrofagos (Tabela 5). Porém,
deve ser ressaltado uma tendéncia para aumento significativo (p=0,076) dos niveis plasmaticos
sCD14 no grupo com MPO superior a 350 ng/mL (Tabela 5).
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Tabela 4 — Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e avaliacdo dos biomarcadores
de acordo com os niveis plasmaticos de PCR-us

Parametros PCR-us PCR-us Valor de
<3,0 mg/L >3,0 mg/L p
1,2(0,6 -1,9) 6,4 (4,4-8,2)
(n=50) (n=28)
Idade (anos)? 46 (40 - 52) 44 (35 -54) 0,401
Sexo, n (%)°
Masculino 29 (58) 15 (54) 0,888
Feminino 21 (42) 13 (46)
Tempo de infec¢do (anos)? 7,0(2,0-12,0) 8,0 (5,0 - 15,0) 0,176
Tempo de TARV (anos)? 6,0 (2,0 -11,0) 8,0 (5,0 - 15,0) 0,335
CD4+ (células/mm?®)? 585 (226 — 960) 438 (234 — 790) 0,636
Carga viral, n (%)°
Indetectavel 35 (70) 24 (86) 0,171
Detectéavel 15 (30) 4 (14)
Biomarcadores
LPS, n (%)? 0,125 (0,125 - 0,260) 0,125 (0,125 -0,512) 0,347
LPS, n (%)°
<1,0 EU/mL 43 (86) 22 (79) 0,598
> 1,0 EU/mL 7 (14) 6 (21)
LBP (ug/mL)? 62,21 (54,91 -71,74) 58,87 (42,24 — 71,52) 0,235
sCD14 (ug/mL)? 1,97 (1,58 - 2,17) 2,20 (2,03 - 2,36) 0,003*
MPO (ng/mL)? 238 (202 — 288) 287 (234 — 382) 0,015*

aTeste de Mann-Whitney, mediana e amplitude
interquartil (25°Quartil - 75°Quartil);
Qui-Quadrado (2), niimero e percentual (%)
“Teste Exato de Fisher, nimero e percentual (%);
*diferenca estatistica entre os grupos;

TARV, terapia antirretroviral; LPS, lipopolissacarideos;

LBP, Proteina de ligagdo a LPS (do inglés LPS binding

protein); sCD14, CD14 solavel; MPO, Mieloperoxidase;
PCR-us, Proteina C Reativa-ultra sensivel.
Fonte: A autora
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Tabela 5 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e avaliacdo dos
biomarcadores de acordo com os niveis plasmaticos de MPO

Parametros MPO MPO Valor de
<350 ng/mL >350 ng/mL p
238 (198 — 286) 495 (366 — 550)
(n=66) (n=12)
Idade (anos)? 46 (39 — 53) 41 (35-53) 0,256
Sexo, n (%)°
Masculino 40 (61) 4 (33) 0,114
Feminino 26 (39) 8 (67)
Tempo de infecgdo (anos)? 8,0 (3,0-15,0) 8,0(1,5-9,0) 0,229
Tempo de TARV (anos)? 8,0 (3,0 -15,0) 8,0(1,5-9,0 0,335
CD4+ (células/mm?)? 572 (233 - 813) 350 (108 — 444) 0,032*
Carga viral, n (%)°
Indetectavel 51 (77) 8 (33) 0,472
Detectéavel 15 (23) 4 (67)
Biomarcadores
LPS, n (%)? 0,125 (0,125 -0,287) 0,140 (0,125 - 0,394) 0,402
LPS, n (%)°
< 1,0 EU/mL 55 (83) 10 (83) 0,682
> 1,0 EU/mL 11 (17) 2 (17)
LBP (ug/mL)? 61,69 (54,58 - 71,83) 54,50 (45,08 - 68,37) 0,111
sCD14 (ug/mL)? 2,05 (1,71 -2,22) 2,20 (1,89 - 2,57) 0,076
PCR-us (mg/L)? 1,7(0,7-41) 4,4 (2,2-30,1) 0,003*

aTeste de Mann-Whitney, mediana e amplitude
interquartil (25°Quartil - 75°Quartil);

bTeste Exato de Fisher, nimero e percentual (%);
*diferenca estatistica entre 0s grupos;

TARYV, terapia antirretroviral; LPS, lipopolissacarideos;

LBP, Proteina de ligacdo a LPS (do inglés LPS binding

Fonte: A autora

protein); sCD14, CD14 soltvel; MPO, Mieloperoxidase;
PCR-us, Proteina C Reativa-ultra sensivel.
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Estado imunoldgico

A avaliacdo dos biomarcadores de acordo com o estado imunoldgico dos
individuos infectados pelo HIV, detectados pelos niveis de contagem de células T CD4+
estd apresentada na Tabela 6. O grupo com contagem de linfocitos T CD4+ inferior a 500
células/mL apresentou o maior numero de individuos com carga viral detectavel,
diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos do biomarcador LBP e aumento
significativo dos valores de PCR-us (Tabela 6).

Uma analise transversal de duas grandes coortes de individuos infectados e ndo
infectados pelo HIV, demonstrou prevaléncia aumentada de aterosclerose subclinica em
individuos infectados pelo HIV, particularmente naqueles com contagens de CD4+
inferior a 200 células/mm?® (KAPLAN et al., 2008). Outro estudo desenvolvido por
Lichtenstein et al. (2010) demonstrou que individuos com contagem inferior a 500
célulass/mm?® apresentam-se mais predispostos a um evento cardiovascular
(LICHTENSTEIN et al., 2010). Além dos fatores tradicionais de risco para doencas
cardiovasculares, a diminuicdo da contagem de células T CD4+ é o fator de risco mais
importante para 0 aumento da aterosclerose subclinica em individuos infectados pelo HIV
(KAPLAN et al., 2008).

A diminuicdo significativa de LBP para os individuos com baixa contagem de
linfocitos T CD4+ (Tabela 6), pode ser explicado pelo duplo papel da LBP, tanto
potencializando quanto diminuindo as respostas celulares ao LPS bacteriano. Enquanto
concentracdes baixas de LBP potencializam a estimulacdo celular por transferéncia
de LPS para CD14, com liberacdo de citocinas pré-inflamatorias; altas concentracGes de
LBP inibem as respostas celulares ao LPS neutralizando o LPS e transferindo-o para
as lipoproteinas plasmaticas (GUTSMANN et al., 2001).

Consistente com isso, estudos sugerem que a natureza protetora dos niveis
elevados da HDL contra DCV pode ser, pelo menos parcialmente, atribuida a sua
capacidade de eliminar o LPS da circulacdo, diminuindo assim a inflamac&o induzida por
LPS, que pode acelerar a aterogénese (SUZUKI et al., 2010).
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Tabela 6 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e biomarcadores de acordo com
a contagem absoluta de células T CD4+

Parametros CD4+ <500 célulassrmm?®  CD4+ >500 células/mm?®  Valor
225 (149 - 361) 758 (595 — 918) de
(n=36) (n=42) p
Idade (anos)? 46 (39 - 53) 44 (37 - 53) 0,814
Sexo, n (%)°
Masculino 20 (56) 24 (57) 0,930
Feminino 16 (44) 18 (43)
Tempo de infecgdo (anos)? 8,0 (2,0-10,5) 9,0(3,0-15,2) 0,135
Tempo de TARV (anos)? 8,0 (2,0 -10,5) 7,5(3,0-15,2) 0,266
Carga viral, n (%)°
Indetectavel 22 (61) 37 (88) 0,008*
Detectavel 14 (39) 5(12)
Biomarcadores
LPS, n (%)? 0,125 (0,125 - 0,394) 0,125 (0,125 - 0,248) 0,841
LPS, n (%)°
<1,0 EU/mL 30 (83) 35 (83) 1,000
> 1,0 EU/mL 6 (17) 7 (17)
LBP (ug/mL)? 55,89 (46,69 — 65,00) 67,34 (58,31 - 76,34) 0,001*
sCD14 (ug/mL)? 2,09 (1,87 - 2,30) 2,03 (1,56 — 2,20) 0,170
MPO (ug/mL)? 268 (215 — 359) 248 (202 — 289) 0,103
PCR-us (mg/L)? 2,3(1,3-6,6) 1,4 (0,6 —4,1) 0,017*

aTeste de Mann-Whitney, mediana e amplitude

interquartil (25°Quartil - 75°Quartil);

Qui-Quadrado (2), niimero e percentual (%)
“Teste Exato de Fisher, nimero e percentual (%);

*diferenca estatistica entre os grupos;

TARV, terapia antirretroviral; LPS, lipopolissacarideos;

LBP, Proteina de ligagdo a LPS (do inglés LPS binding

protein); sCD14, CD14 soltvel; MPO, Mieloperoxidase;
PCR-us, Proteina C Reativa-ultra sensivel.
Fonte: A autora
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Esquema terapéutico

Os biomarcadores também foram avaliados de acordo com o esquema terapéutico
utilizado pelos individuos infectados pelo HIV (Tabela 7). Observou-se menor tempo de
infeccdo e tempo de utilizacdo de antirretrovirais no grupo 2 ITRN/ITRNts + 1 INI. Tal
dado ja é esperado pois este esquema terapéutico € indicado no inicio do tratamento,
quando é utilizada a associacdo de lamivudina (3TC) e tenofovir (TDF) com dolutegravir
(DTG) (BRASIL, 2018).

N&o houve interferéncia da TARV em nenhum dos biomarcadores avaliados
neste estudo (Tabela 7). Tais resultados corroboram aos encontrados por Villanueva-
Millan et al. (2017), que ndo demonstraram alteragdes nas concentrages plasmaticas de
sCD14 e LBP (VILLANUEVA-MILLAN et al., 2017), entre 0s mesmos grupos de
antirretrovirais avaliados no presente estudo. Em outro estudo transversal, também néo
se demonstrou diferenca significativa (p=0,236) nos niveis de sCD14 entre a terapia
baseada no efavirenz e a terapia baseada em inibidores de protease com refor¢o de
ritonavir (PINTO-CARDQOSO et al., 2017).

Tempo de infeccao

A influéncia do tempo de infec¢do pelo HIV nos biomarcadores avaliados no
estudo esta apresentada na Tabela 8. Ndo houve alteracdo nos niveis plasmaticos dos
biomarcadores de translocacdo microbiana, ativacdo imune a produtos bacterianos,
ativacdo de mondcitos/macrofagos, inflamacéo e risco cardiovascular na populagdo do
estudo (Tabela 8). Observou-se que o tempo de utilizagdo da TARV acompanhou o tempo
de infeccdo pelo HIV (Tabela 8).
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Tabela 7 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e biomarcadores de acordo
com o0 esquema terapéutico

Parametros 2 ITRN/ITRNts 2 ITRN/ITRNts 2 ITRN/ITRNts Valor

1ITRNN 1IP/r 1 INI de
(n=29) (n=29) (n=20) p

Idade (anos)? 43 (35-51) 50 (41 - 58) 46 (39 — 55) 0,106

Sexo, n (%)°

Masculino 16 (55) 15 (52) 13 (65) 0,645

Feminino 13 (45) 14 (48) 7 (35)

Tempo de infec¢do (anos)? 8,0(3,5-115) 9,0 (6,5—-15,0) 2,0 (2,0 -11,5)*} 0,015

Tempo de TARV (anos)? 7,0 (3,0—-10,0) 9,0 (6,5—-15,0) 2,0 (2,0 -10,2)*F 0,008

CD4+ (células/mm?3)? 597 (398 — 808) 427 (226 — 682) 380 (176 — 889) 0,261

Carga viral, n (%)°

Indetectavel 22 (76) 19 (66) 18 (90) >0,146

Detectéavel 7 (24) 10 (34) 2 (10)

Biomarcadores

LPS, n (%)? 0,125 (0,125-0,233) 0,125(0,125-0,951) 0,125(0,125-0,394) 0,975

LPS, n (%)°

<1,0 EU/mL 26 (90) 22 (76) 17 (85) >0,361

> 1,0 EU/mL 3 (10) 7 (24) 3(35)

LBP (ug/mL)? 64,39 (54,32 - 73,20) 58,48 (49,46 — 68,87) 62,22 (56,93 - 68,63) 0,461

sCD14 (ug/mL)? 2,04 (1,85 -2,32) 2,02 (1,71 - 2,26) 2,09 (1,76 — 2,20) 0,902

MPO (pg/mL)? 267 (211 - 336) 259 (218 - 310) 244 (198 — 289) 0,626

PCR-us (mg/L)? 1,9 (0,95-7,1) 2,0 (0,8-4,6) 1,6 (0,6 —2,6) 0,527

aTeste de de Kruskal-Wallis, mediana e amplitude
interquartil (25°Quartil - 75°Quartil);

Qui-Quadrado (2), nimero e percentual (%)

‘Teste Exato de Fisher, nimero e percentual (%);
*diferenca estatistica com relagdo ao relacéo ao grupo

2 ITRN/ITRNts + 1 ITRNN;

+ diferenca estatistica com relag@o ao relagdo ao grupo

2 ITRN/ITRNts + 1 IP/r;

TARV, terapia antirretroviral; ITRN/ITRN, inibidores da transcriptase
reversa andlogo de nucleosideos e nucleotideos; ITRNN, inibidores da
transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos; IP/r, inibidor de
protease com reforgo de ritonavir; INI, inibidor de integrasse. LPS,
lipopolissacarideos; LBP, Proteina de ligagdo a LPS (do inglés LPS
binding protein); sCD14, CD14 soluvel; MPO, Mieloperoxidase; PCR-us,

Proteina C Reativa-ultra sensivel.
Fonte: A autora
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Tabela 8 - Caracterizacdo dos individuos infectados pelo HIV e biomarcadores de acordo com o tempo de infec¢ao pelo HIV

Tempo de infec¢éo pelo HIV

Parametros <3,0 anos 3,0-7,0 anos 8,0 — 13,0 anos >13,0 anos Valor de
2,0(1,0-2,0) 4,5 (3,0-7,0) 9,0 (8,0-13,0) 18,0 (15,0 - 19,0) p
(n=16) (n=20) (n=23) (n=19)
Idade (anos)? 44 (36 — 54) 44 (36 — 54) 45 (35-52) 50 (41 -57) 0,563
Sexo, n (%)°
Masculino 9 (56) 12 (60) 15 (65) 8 (42) 0,492
Feminino 7 (44) 8 (40) 8 (35) 11 (58)
Tempo de TARV (anos)? 2,0(1,0-2,0) 4,5 (3,0-6,0) 9,0(8,0-9,0) 17,0 (15,0 — 18,0)*1% <0,001
CD4+ (células/mm?3)? 302 (117 — 698) 625 (267 — 910) 472 (281 - 649) 582 (236 — 816) 0,203
Carga viral, n (%)°
Indetectavel 11 (69) 15 (75) 18 (78) 15 (79) >(,893
Detectavel 5(31) 5 (25) 5(22) 4 (21)
Biomarcadores
LPS, EU/mL? 0,125 (0,125 - 0,344) 0,140 (0,125 - 0,844) 0,125 (0,125 -0,217) 0,125 (0,125 - 0,258) 0,656
LPS, EU/mL®
< 1,0 EU/mL 14 (88) 16 (80) 20 (87) 15 (79) >0,849
> 1,0 EU/mL 2 (12) 4 (20) 3(13) 4 (21)
LBP (ug/mL)? 60,09 (56,68 — 67,65) 62,68 (52,36 — 71,49) 61,43 (54,44 —76,10) 64,64 (50,01 —72,91) 0,996
sCD14 (pg/mL)? 2,02 (1,62 - 2,20) 2,04 (1,75-2,22) 2,06 (1,68 — 2,37) 2,08 (1,88 — 2,26) 0,781
MPO (ug/mL)? 268 (215 - 347) 225 (191 - 268) 286 (242 — 360) 238 (214 - 293) 0,059
PCR-us (mg/L) 1,2 (0,6 -2,2) 2,1(0,6-6,8) 1,8 (0,6 -4,4) 2,4(1,4-6,1) 0,185
aTeste de Kruskal-Wallis, mediana e amplitude interquartil (25°Quartil — 75°Quartil); I diferenca estatistica com relagdo ao relagdo ao grupo 8 - 13 anos;
bQui-Quadrado (y2), nimero e percentual (%) TARYV, terapia antirretroviral; LPS, lipopolissacarideos; LBP, Proteina de ligacdo a LPS (do inglés LPS
“Teste Exato de Fisher, nimero e percentual (%); binding protein); sCD14, CD14 soltvel; MPO, Mieloperoxidase; PCR-us, Proteina C Reativa-ultra
*diferenca estatistica com relagéo ao relacdo ao grupo < 3 anos; sensivel.

t diferenga estatistica com relagdo ao relagéo ao grupo 3 — 8 anos; Fonte: A autora
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A correlagdo entre os biomarcadores esta apresentada na Tabela 9. Houve correlacéo

positiva significativa (p=0,005) entre os niveis plasmaticos de LBP e contagem de linfécitos T

CD4+ (Tabela 9). Como demonstrado previamente na revisdo sistematica realizada na primeira

etapa desse estudo, a PCR-us apresentou maior correlacdo significativa com 0s outros

biomarcadores: i) translocacdo microbiana - LPS (p=0,043); ii) ativacdo imune a produtos

bacterianos - LBP (p=0,039); iii) ativacdo de mondcitos/macrofagos - sCD14 (p=0,001) e iv)

inflamacéo e risco cardiovascular - MPO (p=0,020). Com relacdo a MPO, nosso grupo de

estudos demonstrou em trabalho anterior correlacdo semelhante com os niveis plasmaticos de

PCR-us (r=0,210, p=0,032), em individuos infectados pelo HIV (BORATO et al., 2012).

Tabela 9 - Correlacdo entre os biomarcadores plasmaticos em individuos infectados pelo HIV

Biomarcadores CD4+ LPS LBP sCD14 MPO PCR-us
(células/mm3®)  (EU/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (mg/L)
CD4+ (células/mm?) - r=10,480 r=0,317* r=-0,127 r=-0,137 r=-0,168
LPS (EU/mL) - r=0,033 r=-0,035 r=0,139 r=0,229*
LBP (ug/mL) - r=-0,004 r=-0,146 r=-0,234*
sCD14 (pg/mL) - r=-0,138 r=0,371*
MPO (pg/mL) - r=0,262*

PCR-us (mg/L)

Coeficiente de correlacéo de Spearman;
*correlacao significativa;

LPS, lipopolissacarideos; LBP, Proteina de ligacdo a LPS (do inglés LPS binding protein); sCD14, CD14 soltvel; MPO,

Mieloperoxidase; PCR-us, Proteina C Reativa-ultra sensivel.
Fonte: A autora
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram consideraveis relacdes entre o0s
biomarcadores que podem ser inseridos no diagnéstico do laboratério clinico, visando a
interligacdo entre translocagdo microbiana, inflamagéo e risco cardiovascular. A PCR-us foi o
biomarcador que apresentou maior associacdo com 0s outros biomarcadores, tanto na revisao
sistematica como na pesquisa quantitativa.

A pesquisa quantitativa encontrou relacdo entre os niveis plasmaticos mais altos de
PCR-us com biomarcadores de ativacdo de mondcitos/macréfagos (sCD14), inflamacao e risco
cardiovascular (MPO). Porém, os niveis plasmaticos de MPO ndo apresentaram nenhuma
relacdo com os biomarcadores de translocacdo microbiana (diretos e indiretos). Além disso, o
esquema da TARV utilizado e o tempo de infeccdo pelo HIV ndo apresentaram influéncia sobre
0s biomarcadores avaliados no estudo; enquanto que, o estado imunoldgico demonstrou
interferéncia nos valores plasmaticos de LBP e PCR-us.

Deve ser ressaltado ainda, a correlagdo entre a PCR-us com biomarcadores de
translocacdo microbiana (LPS), ativacdo imune a produtos bacterianos (LBP), ativacdo de
monacitos/macréfagos (sCD14), inflamacao e risco cardiovascular (MPO), apoiando a hipdtese
de interligacéo entre translocagdo microbiana, inflamacao e doenca cardiovascular.

Desta forma, os resultados das relagdes entre os biomarcadores obtidos no presente
estudo podem ter potencial utilidade clinico-laboratorial. Contudo, estudos longitudinais
prospectivos sdo necessarios para insercao das relacGes entre os biomarcadores de translocacédo
microbiana, inflamacao e risco cardiovascular no acompanhamento laboratorial dos individuos

infectados pelo HIV.
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com fatores tradicionais de risco.

Objetivo Secundério:

- Identificar os individuos infectados pela HIV com e sem translocagSo microbiana;- Comparar as possiveis
altera;::c'bes- nos biomarcadores e nos fatores de risco tradicionais para doengas cardiovasculares, entre
individuos infectados pelo HIV com e sem translocagdo microbiana;

- Cormrelacionar o escore de risco de Framingham com os biomarcadores de inflamagdo e risco
cardiovascular em individuos infectados pelo HIV com e sem translocagdo microbiana;

- Comparar os niveis de translocagio microbiana em diferentes condighes do estado imunologico (Le. niveis
plasmaticos de carga viral & contagem absoluta de linfocitos T CD4+) em individuos infectados pelo HIV;

- Investigar as possiveis influéncias da classe especifica de antiretroviral em individuos infectados pelo HIV
sobre a translocagdo microbiana;- Comelacionar os valeres da relagio MPOYPON1 com oufros indices de
risco cardicvascular (e.g. escore de Framingham, biomarcadores de inflamagdo e translocagio microbiana)
em infectados pelo HIV.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O participante dessa pesquisa corre risco minimo, relacionados ao Unico desconforto da coleta de
sangue Esta pesquisa sera realizada em conformidade com a Declaragio de Helsinki. Os voluntarios serdo
devidamente informados sobre os procedimentos e objetivos deste estudo, e apds concordarem, assinario
um termo de consentimento livre e esclarecido. As coletas de sangue venoso e todos os procedimentos
utilizados nesse estudo serdo realizados somente apds aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Beneficios:

Esta pesquisa proporcionara beneficios para o aprimoramente da avaliagdo cardiovascular de
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individuos infectados pelo HIV, uma vez que serdo gerados conhecimentos sobre metabolisme, inflamagso
e risco cardiaco, que deverdo ser utilizados no acompanhamento de populagies infectadas,visando
prevengdo e monitorizagdo de morbidades nestes individues e, ainda serd realizada a avaliagio de novos
biomarcadores com objetivo de detectar mudangas no perfil de risco, identificar subgrupos expostos a maior
risco e estimular novas estratégias de prevengio.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

ste estudo apresenta como carater inovador a investigagio da MPO,POM1 e translocacio microbiana, em
individuos infectados pelo HIV, sua associagio com fatores de risco tradicionais para doengas
cardiovasculares nesta populag3o e com a classe especifica de antimetroviral. Além disso, a literatura ainda
nao apresenta estudos com relagSo a determinagio da razdo MPO/POMN1 em infectados pelo HIV.

O resultado sera contribuir significativamente para o conhecimenio da influéncia da translocagio microbiana
naos biomarcadores de inflamagio e risco cardiovascular em individuos infectados pela HIV.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoriac

Folha de rosto: de acordo

Declaragies & termos: de acordo

TCLE: de acordo

Recomendagtes:

ao final da pesquisa, elaborar relatorio & submeté-lo via Plataforma Brasil, para evitar pendéncias junto &
COEF & PROPESP.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

n3o se aplica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 21072016 Aceito
do Projeto ROJETO 720485 pdf 168:00:57
TCLE ! Termos de | TCLE pdf 210772016 |Danielle Cristyane Aceito
Assentimento / 16:00:32  [Kalva Borato
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SB¥rod

Justificativa de TCLE pdf 210772016 |Danielle Cristyane Acsito

Auséncia 18:00:32 |Kala Borato

DEdaraEEa de TermoAutorzacaoPesquisaPMP G pdf 24/05/2016 | JOSE CARLOS Acaito

Instituigac e 11:50:51 REBUGLID

Infraestrutura VELLOSA

Declaragdo de TermoDeResponsabilidadeVELLOSA pd| 24052016 (JOSE CARLOS Acaito

Pesquisadores f 11:50:00  |REBUGLIOD

Declaracdo de TermoDeResponsabilidadeOMAR. pdf 24i05/2016 | JOSE CARLOS Acsito

Pesquisadores 11:48:47  |REBUGLID

Declaracdo de TemmoDeResponsabilidadeDanielle pdf | 24/06/2018 |(JOSE CARLOS Aceito

Pesguisadores 11:48:35 |REBUGLIO

Declaragdo de TemoDeResponsabilidadeCristiane_pdf | 24062016 |(JOSE CARLOS Aceito

Pesguisadores 11:48:20 |REBUGLIO

Orgamento Orcamento. pdf 24/06/2016 | JOSE CARLOS Acsito
11:47:48 |REBUGLID

Brochura Pesquisa |FormularioDePesguisaCredenciamento. | 24/06/2016 (JOSE CARLOS Aceito

pdf 11:47:22  |REBUGLID

Projeto Detalhado /| ProjetoCompletoTranslocacaoMicrobian | 24/05/20168 |JOSE CARLOS Acsito

Brochura a_pdf 11:46:08 |REBUGLIO

Inwestigador VELLOSA

DEdaraEa'm de DeclaracaoUEPG. pdf 24/06/2016 | JOSE CARLOS Acsito

Instituicao e 11:01:13  |REBUGLIOD

Infraestrutura VELLOSA

Dedaraga'm de DeclaracaolFPR.pdf 24i06/2016 | JOSE CARLOS Acaito

Instituigao & 11:01:01 REBUGLID

Infraestrutura VELLOSA

Cronograma Cronograma_pdf 240572018 |(JMOSE CARLOS Aceito
10:58:28  |REBUGLID

Faolha de Rosto folhaderosio_completa. pdf 230572016 |Danielle Cristyane Acaito
18:52:58 |Kahla Borato
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